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Busulfan（BUS）は二官能性アルキル化剤で、細胞内の核酸および蛋白質と反
応して 2個の求核部をアルキル化することにより、DNA-DNAおよび DNA-蛋白
分子間に架橋を形成し、DNA傷害作用を示す(Bishop and Wassom, 1986; Iwamoto 
et al., 2004; Mertins et al., 2004; Probin et al., 2006; Valdez et al., 2010)。また、生体
に投与された BUSは容易に吸収され、脾臓、骨髄、肝臓、腎臓および肺に分布
した後、血中から速やかに消失することが報告されている (Nadkarni et al., 1959; 
Trams 1959; Fox et al., 1960; Edwards and Jones, 1971)。このようなことから、BUS
は現在、成人および小児を対象に、慢性骨髄性白血病の治療薬および造血幹細
胞移植の前治療薬として使用されている。 
BUS は一方で、ヒトに毒性を示すことも指摘されている。例えば、長期間あ
るいは高用量の BUSを処方された成人で、気管支肺異形成症および慢性間質性
肺線維症 (Güreli et al., 1963; Littler et al., 1969; Burns et al., 1970; Buggia et al., 
1994)、非特異的胃腸炎 (Güreli et al., 1963)、脱毛症 (Tran et al., 2000; Tosti et al., 
2005) などが報告されている。同様な肺病変は、BUS を投薬された小児でも報
告されている (Oakhill et al., 1981; Fauroux et al., 1996)。また、高用量の BUSを
投薬中の成人あるいは小児で、痙攣などの急性の神経症状が観察されている 
(Hamidieh et al., 2010)。こうした神経症状の発現については、脂溶性で血液―脳
関門を通過するなどの BUSの薬物動態 (Vassal et al., 1990; Hamidieth et al., 2010) 
あるいは BUSの薬物代謝との関連が示唆されている (Vassal et al., 1990) 。さら
に、BUS を処方された骨髄性白血病の妊婦の胎児や新生児で、まれに発生異常
が観察されている (Bishop and Wassom, 1986)。 
BUS の安全性（毒性）評価に関する前臨床試験は、従来、ラットやマウスの
成熟個体を対象に実施されている（Sternberg et al., 1958; Asano et al., 1963; Dunjic 
et al. 1973; Tange et al., 1974; Hodel et al., 1984; Kasuga et al., 1986; Linder et al., 
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1992; Udagawa et al., 2001; Horn et al., 2008）。一方、BUSは催奇形性を有し 
(Bishop and Wassom, 1986)、BUSを投与された妊娠ラットやマウスの胎子あるい
は出生子で種々の奇形  (Nagai, 1972; Bishop and Wassom, 1986; Kasuga and 
Takahashi, 1986; Otsuji et al., 2005; Naruse et al., 2007) が報告されているが、BUS
への暴露によってラットやマウスの胎子の全身組織に惹起される病変の性状、
分布および推移について系統的に検索した報告はまれである。さらに、BUS の
新生子に及ぼす影響に関する知見はきわめて乏しく、ヒトの胎児および小児に
おける BUSの安全性（毒性）を予測する上で大きな問題となっている。 
ところで、マウスやラットの胎子の脳では、多能性の神経前駆細胞が脳室帯 
(ventricular zone, VZ) 内で細胞周期と連動した特徴的な移動を繰り返しつつ、増
殖・分化しており (Rao, 1999; Qian et al., 2000; Temple, 2001) (Fig. A)、この時期
の胎子の脳は、DNA 傷害物質などの外来性刺激に高い感受性を示す (Doi, 
2011) 。この十数年来、種々の DNA傷害物質によるラットやマウスの胎子の脳
病変の発現機序に関する研究が展開されているが (ethylnitrosourea: Katayama et 
al., 2001; 5-azacytidine: Ueno et al., 2002a; cytosine arabinoside: Yamuchi et al., 2004; 
etoposide: Nam et al., 2006b; hydroxyurea: Woo et al., 2006; 6-mercaptopurine: 
Kanemitsu et al., 2009a; 5-fluorouracil: Yamaguchi et al., 2009) 、DNA傷害物質の一
つである BUSによる胎子中枢神経病変については、発現機序を含め、その詳細
は未だ不明である。 
さらに、ラットやマウスの脳は、出生後も離乳時期に至るまで未だ発達過程
にあり、なかでも小脳の発達過程は特異的である。すなわち、小脳の構成細胞
は少なくとも二つの異なった胚芽層領域、VZおよび外顆粒層 (external granular 
layer, EGL)、から発生し、プルキンエ細胞と神経細胞は VZから、また、顆粒細
胞、星状細胞および籠細胞は EGLから、それぞれ生じる。その後、プルキンエ
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細胞は VZ から小脳表面の分子層直下に移動する。一方、EGL の顆粒細胞は小
脳表層から深部の小脳皮質に移動し(Fig. B)、最終的に複雑な神経回路網を形成
する (Altman and Bayer, 1985; Hatten, 1999; Chizhikov and Millen, 2003)。こうした
ことから、ラットやマウスの新生子の脳、特に小脳は、DNA傷害物質などの外
来性刺激に高い感受性を示すと考えられるため、新生子の脳、特に小脳病変の
発現機序を明らかにすることは毒性学の重要な研究課題の一つである。しかし、
この点に関する研究報告はごく少なく（γ-ray: Kim et al., 1998; phenytoin: Ohmori 
et al., 1999) 、BUSによる新生子の小脳病変の性状および発現機序に関する報告
は全く見当たらない。 
本研究は、上述した現状を踏まえ、BUS の胎子および新生子に及ぼす影響を
病理学的観点から明らかにすることを目的に、妊娠ラットおよび新生子に BUS
を単回投与し、胎子および新生子の全身組織における病変の性状、分布および
推移について系統的に検索するとともに、DNA傷害物質に特に感受性の高い発
達過程にある中枢神経系における病変の性状および発現機序について検討した。 
  本論文は 2章からなり、第 1章ではBUSのラット胎子に及ぼす影響について、
胎子の全身組織における病変の性状、分布および推移（第１節）ならびに胎子
の脳病変の性状および発現機序（第２節）について記述した。また、第２章で
は、BUS のラット新生子に及ぼす影響について、新生子の全身組織における病
変の性状、分布および推移（第１節）ならびに新生子の小脳病変の性状および
発現機序（第２節）について記述した。 
 
なお、本学位論文の内容については、４編を下記の学術誌に公表した。 
1. Ohira T, Ando R, Andoh R, Nakazawa T, Nishihara K, Yamamoto S, Nakamura N, 
Tamura K. Distribution and sequence of pyknotic cells in rat fetuses exposed to 
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busulfan. J Toxicol Pathol 2009; 22:167-171. 
2. Ohira T, Ando R, Okada Y, Suzuki H, Saito T, Nakazawa T, Nishihara K, 
Yamamoto S, Nakamura N, Tamura K. Sequence of busulfan-induced neural progenitor 
cell damage in the fetal rat brain. Exp Toxicol Pathol 2013;65:523-530. 
3. Ohira T, Saito T, Ando R, Tamura K, Hoshiya T. Systemic histopathology of 
infant rats exposed to busulfan. J Toxicol Pathol 2014;27:25-29. 
4. Ohira T, Ando R, Saito T, Yahata M, Oshima Y. Tamura K. Busulfan-induced 
pathological changes of the cerebellar development in infant rats. Exp Toxicol Pathol 
2013;65:789-797. 
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Fig. B   Migration of granular cells from EGL to IGL in the newborn cerebellum. 
EGL: External granular layer .  ML: Molecular layer .  PCL: Purkinje cell layer.    IGL: Internal 
granular layer. 
Fig. A Elevator movement of neural progenitor cells in the fetal telencephalon.  
S-phase nuclei located in the outer area of the VZ, migrate inward during the G2 phase and 
mitosis occurs at the ventricular surface.  The nuclei then migrate outward during the G1 phase 
and enter the S phase again.   
10 days-old 21 days-old 
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第１章 BUSのラット胎子に及ぼす影響 
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第１節 胎子の全身組織における病変の性状、分布および推移 
 
序 
 
 緒言で述べたように、BUS は DNA 傷害物質の一種で、BUS を処方された慢
性骨髄性白血病の妊婦の胎児あるいは出生児にまれに発生異常が観察されるこ
とが報告されている (Bishop and Wassom, 1986)。 
 BUSの催奇形性については、実験的に BUSを投与された妊娠ラットやマウス
の胎子あるいは出生子で、小脳症、小眼症、小耳症、小指（趾）症、小顎症、
小腹症および短指症が観察されることが報告されている(Nagai, 1972; Kasuga 
and Takahashi, 1986; Otsuji et al., 2005; Furukawa et al., 2007; Naruse et al., 2007)。し
かし、BUS によって胎子の全身組織に惹起される病変の性状、分布および推移
について系統的に検索した報告はまれで、ヒトの胎児における BUSの安全性（毒
性）を推測するに足る知見に乏しいのが現状である。 
 そこで、本節では、BUS に曝露されたラット胎子の全身組織における病変の
性状、分布および推移を明らかにするため、主に病理組織学的検索を行なった。 
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材料と方法 
 
動物 
妊娠 10日（プラグ確認日を妊娠 0日として起算）の Sprague-Dawley (SD) 系
の specific pathogen free (SPF)ラット 42匹（Crl:CD(SD)：日本チャールス・リバ
ー㈱、神奈川）を購入し、ラット胎子の中枢神経系が DNA傷害物質に高度の感
受性を示すとされている妊娠 13日（Pfaffenroth et al., 1974; Hallas and Das, 1978）
に実験に供した。動物は、温度 23±3℃、相対湿度 50±20%、換気回数 1時間 10
～15回および照明サイクル 12時間明/12時間暗に制御した動物飼育室内で、プ
ラスチック製エコンケージに個別に収容して飼育し、固形飼料（CRF-1：オリエ
ンタル酵母工業（株）、東京）および水道水を自由に摂取させた。 
なお、第１章および第２章の全ての実験を通じ、動物実験計画は実験施設（ 
ボゾリサーチセンター(株)）の動物実験委員会の承認を受け、さらに、全ての動
物実験操作は「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」（日本学術会議、 
平成 18 年 6 月 1 日）を遵守し、 実験施設の標準操作手順書に準拠して実施し
た。 
実験処置 
BUS投与群および対照群の 2群を設け、それぞれに 21匹の妊娠ラットを割り
振った。妊娠 13 日に、BUS 投与群にはオリーブ油に懸濁・調製した 30 mg/kg 
(10 mL/kg body weight) の BUS (sigma, St. Louis, Mo, USA)を、また、対照群には
オリーブ油（10 mL/kg body weight）を、それぞれ腹腔内に単回投与した。BUS
の投与量は予備試験の結果に基づいて決定した。 
 投与 6、12、24、36、48、72および 96時間後 (hours after treatment, HAT) に、
対照群および BUS投与群のそれぞれ 3匹の母動物を、体重測定後にエーテル麻
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酔下で後腹大動脈切断による放血により安楽死させ、各母動物から全ての胎子
を採取して同腹子数を記録し、胎子の体重を測定した後、剖検した。 
病理組織学的検索 
上記の各剖検時点で、対照群および BUS投与群のそれぞれ 3匹の母動物につ
き、母動物 1匹から 3ないし 4匹の胎子を無作為に選択し、10胎子/群となるよ
うに調整した。胎子は 10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定した。脊柱に沿って
体の長軸方向に平行な厚さ 4µmのパラフィン切片を作製し、ヘマトキシリン・
エオジン (HE) 染色を施し、病理組織学的検索に供した。さらに、一部の切片
は TUNEL法による断片化 DNAの検出に用いた。 
断片化 DNAの検出 
胎子組織の構成細胞の断片化 DNAを検出するために、上記のパラフィン切片
について市販のアポトーシス検出キット ApopTagRPlus Peroxidase In situ 
Apoptosis Detection（Chemicon Inc., Gaithersbug, MD, USA）を用いて、TdT-mediated 
dUTP nick end labeling (TUNEL) 法で染色を行った。すなわち、組織中の断片化
DNA の 3'-OH 末 端 を terminal deoxynucleotidyl transferase を 用 い て
digoxigenin-dUTP (TdT)で標識し、続いてペルオキシダーゼ標識 anti-digoxigenin 
antibody を結合させた。その後、peroxidasediaminobenzidine (DAB)（Dojindo 
Laboratories, Kumamoto, Japan）反応によりアポトーシス細胞の核を可視化し、メ
チルグリーンで後染色した。 
電子顕微鏡学的検索 
48 HATに、BUS投与群および対照群のそれぞれ 2匹の母動物から、母動物１
匹あたり無作為に選択した 2 匹の胎子の脳から終脳壁を採取した。これらの終
脳壁を 0.5% glutaraldehyde・1.5% paraformaldehyde/0.1M phosphate buffer (PB)で前
固定し、1% osmium tetroxide/0.2M PBで後固定した後、エポキシ樹脂に包埋した
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（Nissin EM Co., Ltd., Tokyo, Japan）。超薄切片を作製し、uranyl acetateと lead 
citrateで二重染色し、JEOL 1200EX電子顕微鏡（JEOL Ltd., Tokyo, Japan）で観
察した。 
統計解析 
母動物の体重、胎子の体重および母動物毎の同腹子数について、各剖検時毎
に統計解析した。BUS 投与群および対照群の数値データは、F 検定により各群
の分散の均一性の検定を行い（有意水準：5％、両側検定）、分散が均一な場合
は Studentの t-検定（有意水準：1％、両側検定）、また、分散が均一でない場合
は Aspin-Welchの t-検定を用いて（有意水準：1％、両側検定）、BUS投与群と
対照群の平均値の差を検定した。 
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結果 
 
母動物と胎子の一般状態および体重ならびに同腹子数 
観察期間を通じ、BUS 投与群および対照群のいずれの母動物にも特記すべき
臨床症状や異常な行動は観察されず、死亡個体も認められなかった。BUS 投与
群の母動物では 24から 96 HATにかけて体重増加の抑制が記録されたが、対照
群との間に有意差はみられなかった (Fig. 1-1-1)。また、同腹子数については、
いずれの剖検時点においても、両群間に有意差はみられなかった（Fig. 1-1-1）。
一方、BUS投与群の胎子では、72および 96 HATに、対照群と比べて有意な体
重増加の抑制が記録された（Fig. 1-1-2）。 
病理組織学的および電顕的所見 
対照群では、いずれの剖検時点においても、全身組織に病理組織学的変化は
観察されなかった。 
 BUS 投与群では、脳（終脳、間脳、中脳および後脳）、脊髄、神経節、眼球
（網膜および水晶体）、肺、消化管、肝臓、膵臓、腎臓、頭蓋顔面組織、下顎
骨、肢芽および尾部に、核濃縮を呈する細胞が観察された（Table 1-1-1, Figs. 1-1-3 
and -4）。核濃縮細胞の発現は、脳（特に終脳）で高度、脊髄および眼球で中等
度、その他の組織では軽度あるいは軽微であった。また、核濃縮細胞はいずれ
の組織においても 24 HATから出現し、36ないし 48 HATにピークに達し、96 
HATには消失した（Table 1-1-1）。96 HATには、BUS投与群の脳の VZ、脊髄
の背側層および眼球の網膜の幅の減少ならびに細胞密度の低下が認められた。 
終脳（Fig. 1-1-5）では、24 HAT に主に VZ の中間層の少数の神経前駆細胞 
(neural progenitor cells, NPCs)で核濃縮が認められ、核濃縮細胞は 36 HATには増
加し、中間層から背側層にかけても観察された。48 HATには VZの全層で核濃
 13 
縮細胞が著しく増加し、死滅した NPCsの脱落により VZに不規則な間隙が出現
した。72 HATには核濃縮細胞は減少したが、VZの中間層および背側層には未
だわずかに残存していた。96 HATには核濃縮細胞は消失した。 
観察期間中、BUS 投与群および対照群ともに、終脳 VZ の腹側層には核分裂
像を示す NPCsがみられたが、BUS投与群では、対照群と比較して、36および
48 HATには核分裂像を示す細胞は減少した (Fig. 1-1-5)。 
上記の核濃縮細胞の核は TUNEL法で DNA断片化を示した（Fig. 1-1-6）。ま
た、電顕観察で核のクロマチンの凝集や核の断片化が確認され、その一部は隣
接細胞あるいはマクロファージに貪食されてアポトーシス小体を形成していた
（Fig. 1-1-7）。 
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考察 
 
妊娠 13日に BUS (30 mg/kg) を投与した母ラットから、6から 96 HATにかけ
て経時的に胎子を採材し、胎子の全身組織における病変の性状、分布および推
移について、主に病理組織学的に検索した。 
観察期間中、母動物および胎子の死亡は認められず、また、同腹子数には対
照群と BUS投与群間に有意差はなかった。しかし、BUS投与群では、72および
96 HATに、対照群と比べて、胎子体重の有意な増加抑制が記録された。 
病理組織学的検索では、胎子の広範な組織に構成細胞の核濃縮を特徴とする
病変が観察され (Table 1-1-1)、妊娠ラットに投与された BUSが胎盤を介して胎
子に移行し、速やかに全身組織に分布し、当該組織に細胞毒性を惹起したもの
と考えられた。胎子組織に観察された核濃縮細胞は、TUNEL法による検索所見
および電顕観察所見から、アポトーシス細胞であると判断された。 
アポトーシスの強度は組織によって異なっており、BUS 曝露時の各組織の発
達段階の違いを反映しているものと考えられた。アポトーシスは、いずれの組
織においても 24 HATに出現し、36あるいは 48 HATにピークに達し、96 HAT
には消失した。96 HATには、多くの組織は正常な組織像に復したが、脳の VZ、
脊髄の背側層および眼球の網膜の幅の減少ならびに細胞密度の低下が観察され
た。また、最も高度に傷害された終脳では、36および 48 HATに、VZの腹側層
に位置している核分裂像を示す細胞の減少が認められ、上記のアポトーシス細
胞の推移と併せて、BUS投与群の終脳では、既報の DNA傷害物質によるラット
やマウスの終脳のそれと同様(Doi, 2011)、NPCsのアポトーシストと増殖抑制が
同時に起こっていることが示された。 
 なお、序の項で引用した、BUS を投与された妊娠ラットあるいはマウスの出
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生子に観察される種々の組織奇形は、胎子のそれぞれ対応する組織においてア
ポトーシスによる構成細胞の過剰な細胞死が起こり、その後の正常な組織形成
および器官形成が阻害されたことによって招来されたものと推察された(Inouye 
and Murakami, 1978; Ferrer et al., 1982, 1984; Miki et al., 1995; Zhang et al., 1995; 
Sun et al., 1996; Fushiki et al., 1997; Katayama et al., 2000a, 2000b; Kitamura et al., 
2001; Woo et al., 2004; Furukawa et al., 2007) 。また、Saito et al. (2008) は、胎齢
13.5 日の BALB/c マウスに 1.5 Gyのγ-線を照射したところ、胎子の小脳原基
に高度のアポトーシスが惹起され、その結果、出生子に高度の小脳虫部欠損が
招来されることを報告している。 
以上、本節の検索により、BUS によってラット胎子の全身組織に惹起された
病変の性状、分布および推移が明らかになった。なお、胎子脳病変の詳細と発
現機序については、次節で記述する。 
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要約 
    
妊娠 13日のラットに 30 mg/kgの BUSを腹腔内投与し、6、12、24、36、48、
72および 96 HATに採材した胎子の全身組織における病変の性状、分布および
推移を、主に病理組織学的に検索した。病変は組織構成細胞の核濃縮で特徴づ
けられ、核濃縮を呈する細胞は TUNEL法による断片化 DNAの検出および電顕
観察の結果、アポトーシス細胞と判断された。構成細胞のアポトーシスは、脳
（終脳、間脳、中脳および後脳）、脊髄、神経節、眼球、肺、消化管、肝臓、
膵臓、腎、頭蓋顔面組織、下顎骨、肢芽および尾部で観察され、脳、特に終脳
で高度、脊髄および眼組織で中等度、その他の組織では軽度あるいは軽微であ
った。アポトーシスは、いずれの組織においても、24 HATから出現し、36ある
いは 48HATでピークに達し、96 HATには消失した。96 HATには、多くの組織
は正常な組織像に復したが、脳、脊髄および眼では組織の低形成が観察された。
本節の検索で、ラット胎子における BUS誘発病変の全体像が明らかになった。 
 
 
 
Table 1-1-1. Distribution and process of pyknotic cells in rat fetal tissues exposed to busulfan
Hours after treatment 6 12 24 36 48 72 96 6 12 24 36 48 72 96
Central nervous system
Telencephalon - - - - - - - - - + +++ +++ ++ -
Diencephalon - - - - - - - - - + + ++ + -
Mesencephalon - - - - - - - - - + + ++ + -
Metencephalon - - - - - - - - - + ++ ++ ± -
Spinal cord - - - - - - - - - + ++ ++ ± -
Mesenchymal tissues - - - - - - - - - + + + ± -
Craniofacial - - - - - - - - - + + + ± -
Mandible - - - - - - - - - ± + + ± -
Limb buds - - - - - - - - - + + + ± -
Tail bud - - - - - - - - - ± + + ± -
Spinal ganglion - - - - - - - - - ± + ± ± -
Alimentary tract - - - - - - - - - ± + + ± -
Heart - - - - - - - - - - - - - -
Lungs - - - - - - - - - ± + + ± -
Kidneys - - - - - - - - - ± ± ± ± -
Pancreas - - - - - - - - - ± ± ± - -
Liver - - - - - - - - - ± + + - -
Hematopoietic cells in the liver - - - - - - - - - ± + + ± -
Eyes
Retina - - - - - - - - - + ++ ++ + -
lens - - - - - - - - - - + + ± -
Codes: -: almost absent, ±:minimal, +:mild, ++:moderate, +++:marked
Control     0 mg/kg Busulfan    30 mg/kg
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Fig. 1-1-1. Changes in the body weights of dams and litter size.       : Control group.      : Busulfan 
group. n: Number of dams.  Body weight is shown as the mean ± SD. 
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Fig. 1-1-2. Changes in fetal weights.      : Control group.      : Busulfan group.  Fetal weight 
is shown as the mean ± SD.  * p<0.01:  Significantly different from the control group.  
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Fig. 1-1-3. Distribution and severity of pyknotic cells at 36 HAT in the fetal tissues.  A: Telencephalon.  
B: Diencephalon.  C: Mesencephalon.  D: Metencephalon.  E: Spinal cord.  F: Ganglions.  G: Lung.  H: 
Liver.  I: Alimentary tract.  J: Pancreas.  K: Kidney.  L: Tail bud.  M: Limb buds.  N: Mandible.  O: 
Craniofacial tissue.  P: Eye.       : Minimal.       : Mild.        : Moderate.        : Marked.  
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Fig. 1-1-4. Histopathology of the telencephalic wall (a), spinal cord (b), eye (c), mandible 
mesenchymal tissue (d), liver (e) and alimentary tract (f) in fetuses at 36 HAT.  The number of 
pyknotic cells (arrowheads) is different among  tissues affected.  HE stain. (a-c) bars =50 µm and 
(d-f) bars = 25 µm 
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Fig. 1-1-5. Histopathological process of the telencephalon.  The number of pyknotic neuroepithelial cells 
peaked at 36 or 48 HAT. The number of mitotic neuroepithelial cells in the ventricular layer decreased at 
48 HAT as compared to control. HE stain. bars=25 µm.  
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Fig. 1-1-6. Telencephalon of a busulfan-treated rat. The pyknotic cells on the HE-stained 
section (a) are positively stained by the TUNEL method (b). bars=50 µm. 
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Fig. 1-1-7. Ultrastrusture of pyknotic cells in the telencephalon at 48 HAT.  Condensation of the 
nuclear chromatin of neuroepithelial cells and phagocytosis of apoptotic bodies by macrophages are 
shown. bar=10 µm. 
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第２節 胎子の脳病変の性状および発現機序 
 
序 
 
緒言で述べたように、胎子の脳では、多能性の NPCsが VZ内で細胞周期と連
動した特徴的な移動を繰り返しながら増殖・分化しているため、DNA傷害物質
に対して感受性が高い。この十数年来、種々の DNA傷害物質により誘発された
ラットやマウスの胎子の脳病変の発現機序に関する研究が展開されているが 
(Doi, 2011)、BUSによる胎子の脳病変に関する詳細な検索報告はほとんどない。 
前節で、BUS によってラット胎子に惹起された病変の一部として、脳病変の
輪郭を明らかにし、脳の中でも終脳が最も高度に傷害されることを示した。そ
こで、本節では、BUS に曝露された胎子の終脳に焦点を当て、胎子の脳病変の
性状の詳細と発現機序を明らかにするため、病理組織学的および免疫組織化学
的検索ならびにフローサイトメトリーおよび Real-time RT-PCR解析を行った。 
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材料と方法 
 
動物 
妊娠 7日の SD系 SPFラット 36匹を（日本チャールス・リバー㈱、神奈川）
から購入し、妊娠 13日で実験に供した。実験期間中、第１節の実験と同様に飼
育した。 
実験処置 
BUS投与群および対照群の 2群を設け、それぞれに 18匹の母動物を振り分け
た。妊娠 13日に、BUS投与群には BUS (30 mg/kg)を、 また、対照群にはオリ
ーブ油を、それぞれ第１節の実験と同様な方法で投与した。さらに、NPCsの増
殖活性を解析する目的で、安楽死の 1 時間前に BrdU (20mg/kg)を腹腔内に注射
した。 
病理組織学的検索 
12、24、36、48、72および 96 HATに、各群それぞれ３匹の母動物を実験１
と同様の方法で安楽死させ、剖検した。各母動物から全ての胎子を採取し、後
述のフローサイトメトリー解析および Real-time RT-PCR解析に供する胎子を除
き、10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定した。ついで、パラフィン切片を作製し
て HE染色を施し、第１節と同様、病理組織学的検索および TUNEL法による断
片化 DNAの検出を行った。さらに、一部の切片を用いて、免疫組織化学的検索
を実施した。 
免疫組織化学的検索 
各剖検時に、対照群および BUS投与群のそれぞれ 3匹の母動物から、母動物
1匹につき 3匹の胎子を無作為に選択し、脳を免疫組織化学的検索に供した。 
p53の免疫染色には TSA Biotin System kit (PerkinElmer, Boston, USA) を用いた。
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切片は脱パラフィン後、クエン酸緩衝液（10 mM, pH 6.0）を用いて 120℃で 15
分間オートクレーブ処理し、抗原の賦活化を行った。その後、切片を 0.3%過酸
化水素・メタノール溶液を用いて室温で 30分間処理して内因性ペルオキシダー
ゼを不活化し、TNB blocking bufferを用いて室温で 30分間処理して非特異反応
を阻止した後、抗 p53ウサギ抗体 (1:500, Santa Cruz, CA, USA)と TNB buffer 中
で 4℃で一晩反応させた。二次抗体としてビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体
（biotinylated antibody against rabbit IgG） (Dako Japan, Kyoto, Japan) と室温で 40
分間反応させた後、TNB buffer中で Streptavidin-horseradish peroxidaseを室温で
40分間処理し、さらに biotinyl tyramide amplification reagentを用いて室温で 5分
間処理した。 
p21、cleaved caspase 3 (CAS3) および phospho-histone H3（PH3）の免疫染色に
ついては、切片を脱パラフィン後、クエン酸緩衝液（10 mM, pH 6.0）を用いて
120℃ で 15分間オートクレーブ処理して抗原の賦活化を行った。その後、切片
を 0.3%過酸化水素・メタノール溶液を用いて室温で 30分間処理して内因性ペル
オキシダーゼの不活化を行い、プロテインブロック(Dako Japan)を用いて室温で
10 分間処理して非特異反応を阻止した後、それぞれ抗 p21WAF1/Cip1 マウス抗体
(1:100, Dako Japan)、抗CAS3ウサギ抗体 (1:200, Cell Signaling Technology, Beverly, 
MA, USA)あるいは抗 PH3ウサギ抗体(1:150, Cell Signaling Technology, Beverly, 
MA, USA) と 4℃で一晩反応させた。その後、EnVision+ kit (Anti-Mouse/HRPあ
るいはAnti-Rabbit/HRP) (Dako Japan)を用いて室温で 40分間反応させ、標識した。 
BrdUの免疫染色については、切片を脱パラフィンし、2N HClを用いて室温で
30 分間処理した後、0.05% protease (Protease type XXIV, Sigma Aldrich Japan, 
Tokyo, Japan) を用いて室温で 5分間処理して抗原の賦活化を行った。その後、
切片を 0.3%過酸化水素・メタノール溶液を用いて室温で 30分間処理して内因性
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ペルオキシダーゼの不活化を行い、プロテインブロック(Dako Japan)を用いて室
温で 10分間処理して非特異反応を阻止した後、抗 BrdUマウス抗体(1:100, Dako 
Japan) と室温で 1時間反応させた。その後、EnVision+ kit (Anti-Mouse/HRP) (Dako 
Japan) を用い室温で 40 分間反応させ、標識した。その後、DAB 反応により陽
性核を可視化し、メチルグリーンで後染色した。 
上記の免疫染色標本について、終脳のVZのNPCs 500個中の p53、p21、CAS3、
PH3あるいは BrdU陽性細胞の比率を算出し、各剖検時点での BUS投与群およ
び対照群（１剖検時点につき、1 免疫染色標本／1 胎子終脳 x3／1 母動物 x3 母
動物）の平均値±標準偏差を算出した後、Student’s t-test 法を用いて、対照群と
BUS 投与群の平均値の差を検定した。P 値が 5%未満（P<0.05）および 1%未満
（P<0.01）を統計学的に有意であるとみなした。 
フローサイトメトリー解析 
12、24、36、48、72および 96 HATに、BUS投与群および対照群のそれぞれ
6 匹の胎子（2 胎子／1 母動物ｘ3 母動物）を無作為に採材した。実体顕微鏡を
用いて胎子の終脳領域を摘出し、摘出した終脳を Hank’s balanced salt solution 
(HBSS)で分離した。単離した細胞は PBSで洗浄し、70％エタノールで固定した
後、PBSで洗浄し、RNaseを含む PBSでインキュベートし、propidium iodide (PI; 
50μg/ml, Sigma Aldrich Japan)で染色した。細胞周期の測定には BD FACSCanto 
フローサイトメータ （ーBecton-Dickinson, San Jose, CA, USA）を使用した。10,000
個の細胞を数え、各周期に属する細胞の割合は BD FACSDivaソフトウェアを用
いて解析した。 
Real-time RT-PCR解析 
12、24、36、48および 72 HATに、BUS投与群および対照群それぞれ 15匹の
胎子（5胎子／1母動物ｘ3母動物）の終脳を無作為に採材した。胎子終脳は 
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－80℃で冷凍後、RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いて total RNA
を抽出した。その後、Taqman® Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA) を用い、cDNA を合成した。Real-time PCR 反応には
StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems)を使用した。試薬とし
て SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を用
い、95℃で 10 分間処理した後、40 回サイクル（denaturation ：95℃で 15 秒、
annealing and amplification： 60℃で 60秒）で増幅反応を行った。RT-PCR反応に
用いたプライマーのセットは下記の通りである。 
Puma, sense 5’-ACCTCAACGCGCAGTACGAG-3’ and antisense 
5’-GGTGTCGATGTTGCTCTTCTTG-3’;  
Cdc20, sense 5’-AGGAGGTACCAGTGACCGACA-3’ and antisense 
5’-ACCAGAGGATGGAGCACACC-3’;  
Cyclin B1 sense -5’CAGAGGTGGAACTGGATGA-3’ and antisense 
5’-GGGCTTGGAGAGGGAGTATCA-3’;  
p21cip1, sense 5’-CACGGCTCAGTGGACCAGAA-3’ and antisense 5’- 
ACTGGAGCTGCCTGAGGTAGGA-3’;  
Cyclin D1, sense 5’-CTAATGTAAAGCCAGCCGCAATG-3’ and antisense 
5’-TGGACACAGCAGCCCTCAAG-3’; and glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH), as an internal standard, sense 
5’-CCTGCACCACCAACTGCTTAG-3’ and antisense 
5’-CATGGACTGTGGTCATGAGCC-3’. 
Puma、Cdc20、 p21 Cip1、CyclinB1および CyclinD1の mRNAの発現量は、正
常標準対照プライマー GAPDHに対して標準化し、各剖検時点の平均値±標準偏
差を算出し、unpaired Student’s t-test法を用いて BUS投与群と対照群の間の平均
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値を検定した。P値が 5%未満（P<0.05）及び 1%未満（P<0.01）を統計学的に有
意とみなした。 
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結果 
 
病理組織学的所見 
対照群では、終脳の VZに核濃縮あるいは核崩壊を示す NPCsが、観察期間を
通じてごく少数観察された（Fig. 1-2-1a）のに対し、BUS投与群では多数観察さ
れた（Fig. 1-2-1b）。核濃縮細胞の多くは、TUNEL法（Fig. 1-2-1c）および CAS3
に対する免疫染色で陽性を示した（Fig. 1-2-1d）。このような BUS 投与群の終
脳VZにおける核濃縮細胞の発現状況と経時的変化は、第１節の結果（Table 1-1-1, 
Fig. 1-1-5）と一致した。 
一方、VZの腹側に沿ってNPCsの核分裂像が観察されたが、BUS投与群では、
第１節の結果と同様、核濃縮を呈する細胞が増加するに伴い、核分裂像を示す
細胞は減少した（Fig. 1-2-1b）。 
免疫組織化学的所見 
終脳の VZの免疫組織化学的検索結果を Table 1-2-1および Fig. 1-2-2に示す。 
対照群の終脳 VZでは、観察期間を通じ、CAS3、p53および p21陽性の NPCs
が、個体によって、わずかに観察されるか、あるいは、ほとんど観察されなか
った（Fig. 1-2- 3a to c）。 
BUS投与群の終脳 VZでは、CAS3陽性の NPCs（Fig. 1-2-2a）が、24 HATか
ら出現して 36 HATにかけて増加し（Fig. 1-2-3d）、48 HATにピークに達した後
減少し、96 HATには消失した。p53陽性の NPCs（Fig. 1-2-2b）は 12 HATから
出現して 24 HATに増加し、36 HATにピークに達し（Fig. 1-2-3e）、その後減少
して 96 HATには対照群とほぼ同じレベルに復した。また、p21陽性の NPCs (Fig. 
1-2-2c) は 24 HATから出現して 36 HATにピークに達し（Fig. 1-2-3f）、その後
減少して 96 HATには対照群とほぼ同じレベルに復した。このように、p21陽性
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の NPCsは p53陽性の NPCsとほぼ同様な経時的変化を示し、いずれも核濃縮細
胞あるいは CAS3陽性細胞のそれ（48 HAT）よりも早い時点（36 HAT）でピー
クに達した。 
一方、PH3陽性細胞（M期細胞）および BrdU陽性細胞（S期細胞）の動態に
ついては、BUS投与群では、対照群（Fig. 1-2-4a and b）と比較して、PH3陽性
（Fig. 1-2-4c）および BrdU陽性の NPCs（Fig. 1-2-4d）はいずれも 24 HAT以降
に減少し、48 HATに最低値を示したが、96 HATには対照群のそれとほぼ同じ
レベルに復した（Figs. 1-2-2d and 2e）。 
フローサイトメトリー解析所見 
BUS投与群の終脳 VZでは、Fig. 1-2-5に示すように、対照群と比較して、24 
HATにアポトーシス細胞の比率の増加、G0/G1期細胞の比率の増加および G2/M
期細胞の比率の減少、36 HATにアポトーシス細胞の比率の増加、ならびに、48
および 72 HATにアポトーシス細胞の比率の顕著な増加、G0/G1期細胞の比率の
減少、S期細胞の比率の増加および G2/M期細胞の比率の減少がみられ、96 HAT
には両群間の差はなくなった。 
Real-time RT-PCR解析所見 
BUS投与群の終脳 VZ における puma、p21、Cyclin D1、Cdc20および Cyclin B1
の mRNA の発現量を対照群のそれと比較したところ、36から 72HATにかけて
puma mRNAおよび p21 mRNAの発現量が有意に増加した（Fig. 1-2-6）。一方、
実験期間を通じ、Cyclin D1、Cdc20および Cyclin B1の mRNAの発現量には、対
照群との間に有意差は認められなかった。 
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考察 
 
本節では、BUS によってラット胎子の脳に惹起された病変の詳細な性状およ
び発現機序を明らかにするため、前節の検索で脳の中でも特に病変が高度であ
った終脳を対象に、病理組織学的および免疫組織化学的検索ならびにフローサ
イトメトリーおよび Real-time RT-PCR解析を行った。 
その結果、BUS 投与群の終脳では、病理組織学（核濃縮あるいは核崩壊）、
TUNEL法（DNA断片化）および免疫組織化学的検索（CAS3陽性）でアポトー
シスと判断された NPCs が、前節の結果と同様、最初に VZ の中間層に出現し、
その後、数が増加するに従って中間層から背側層にかけて広がりを示し、さら
には腹側層にも観察されるに至った。BUS 投与による NPCs のアポトーシスは
24 HATから観察され、48 HATにピークに達した後、96 HATには消失した。NPCs
のアポトーシスのピークは DNA傷害物質によって異なっており、多くは 9から
12 HAT (Ethylnitrosourea: Katayama et al., 2001; 5-azacytidine: Ueno et al., 2002a; 
cytosine arabinoside: Yamauchi et al., 2004; etoposide: Nam et al., 2006a; 
hydroxyurea: Woo et al., 2006) とされているが、γ線照射では 3 から 5 HAT 
(Borovitskaya et al., 1996) および 6-mercaptopurineでは 36 HAT (Kanemitsu et al., 
2009c) と報告されている。こうした NPCs のアポトーシスのピーク到達時間の
差は、個々の DNA 傷害物質によって、DNA 傷害の機序、薬物動態、アポトー
シスの誘発経路あるいは細胞周期への影響に違いがあることを反映していると
推察されている(Katayama et al., 2002; Yamauchi et al., 2004)。 
一方、VZ腹側の NPCsの核分裂像に一致して、PH3あるいは BrdUに陽性の
所見がみられ、アポトーシス細胞の増加に伴いこれらの陽性細胞は減少した。
このように、BUS はラット胎子終脳の NPCs にアポトーシスおよび細胞増殖抑
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制を誘発し、その結果、終脳の幅の減少を招来したものと考えられた。 
胎子の終脳では、p53陽性細胞は 12 HATから有意に増加し、アポトーシスの
ピーク（48 HAT）に先立って、36 HATにピークに達した。また、p53の転写標
的因子である p21陽性細胞も 36 HATにピークに達した。p53は DNA傷害応答
の中心的な役割を演じ、アポトーシスの誘発、細胞周期停止および DNA修復に
重要な役割を果たすことが知られている (Ko and Prives, 1996; Brill et al., 1999; 
Lakin and Jackson, 1999; May and May, 1999; Taylor et al., 1999)。さらに、Real-time 
RT-PCR解析の結果、BUS投与群では、36から 72 HATにかけて p21 mRNA お
よび puma mRNAの発現量の有意な増加が確認された。p21および pumaは p53
の転写標的遺伝子で、p21は細胞周期依存性キナーゼを抑制し、細胞周期を G1/S
期で停止することが知られている（Dulic et al., 1994; Polyak et al., 1996; Meng et 
al., 2004; Yang et al., 2009; Wang et al., 2010）。一方、puma はミトコンドリア膜
の透過性を亢進させてミトコンドリアから細胞質基質へのシトクロム c の放出
を促し、これが caspase-9、続いて caspase-3を活性化し、内因性経路（ミトコン
ドリア経路）によるアポトーシスを誘発すると考えられている (Vousden and Lu, 
2002; Jeffers et al., 2003; Yamauchi et al., 2007; Kanemitsu et al., 2009b)。 
本節の検索では、アポトーシスの外因性経路に係る Fas (Müller et al., 1998)、
ならびに、p53の転写標的因子で内因性経路に係る Bax (Selvakumaran et al., 1994)
および Noxa (Oda et al., 2000) については検討していないが、上述した p53、p21
および CAS3 に関する免疫組織化学的所見ならびに p21 および puma に関する
Real-time RT-PCR解析結果から、BUSによるラット胎子終脳の NPCs のアポト
ーシスは、p53依存性の内因性経路で惹起されたと考えられた 。 
ある種の DNA傷害物質は、ラットやマウスの胎子終脳の NPCsに細胞周期停
止あるいは細胞周期の乱れを誘発することが知られている。例えば、
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ethylnitrosoureaによる S期細胞の蓄積 (Katayama et al., 2005)、hydroxyureaによ
る G1/S期および G2/M期での細胞周期停止 (Woo et al., 2006)、5-azacytidineに
よる G2/M期での細胞周期停止または G2/M期における細胞周期調節異常(Ueno 
et al., 2006)、cytosine arabinosideによる S期での細胞周期の停止 (Yamauchi et al., 
2004)、6-mercaptopurineによる S期での細胞蓄積および G2/M期での細胞周期停
止 (Kanemitsu et al., 2009b)、etoposideによる S期での細胞蓄積および G2/M期
での細胞周期停止 (Nam et al., 2010) 等が報告されている。 
BUS は細胞核内でアルキル化作用を示すため、細胞周期に影響を及ぼす可能
性が指摘されており（Buggia et al., 1994）、実際に in vitroの実験で、雄マウス
の生殖細胞では G1期で細胞周期を停止し（Choi et al., 2004）、また、骨髄細胞
（Hassan et al.,2001; Valdez et al., 2008, 2010）および ECV304細胞（Ritter et al., 
2002）では G2 期で細胞周期を停止することが報告されている。しかし、NPCs
の細胞周期に及ぼす BUSの影響については未だ報告はない。 
この点について、本節の Real-time RT-PCR解析では、Cyclin D1（G1/Sでの細
胞周期停止に関与）ならびに Cdc20 および Cyclin B1（G2/M 期での細胞周期停
止に関与）の mRNAレベルでの発現の増加は認められなかったものの、36から
72 HATにかけて p53の発現が蛋白レベルで増加し、また、p21の発現が mRNA
および蛋白レベルで増加した。さらに、フローサイトメトリーによる細胞周期
解析では、48および 72 HATには、対照群と比較して、アポトーシス細胞の比
率の顕著な増加、G0/G1期細胞の比率の減少、S期細胞の比率の増加および G2/M
期細胞の比率の減少が認められた。これらのことから、BUS は NPCs に S 期で
の細胞蓄積と G1/S期における細胞周期停止を誘導する可能性が示唆された。 
 以上、本章では、第１及び２節を通じ、BUS のラット胎子に及ぼす影響を病
理学的観点から検索し、胎子の全身組織における病変の性状、分布および推移
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ならびに脳病変の詳細な性状および発現機序を明らかにした。  
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要約 
 
妊娠 13日のラットに 30 mg/kgの BUSを腹腔内投与し、12、24、36、48、72
および 96 HATに採材した胎子の終脳を対象に、病理組織学的および免疫組織化
学的検索ならびにフローサイトメトリーおよび Real-time RT-PCR解析を行い、
胎子脳病変の性状および発現機序について検討した。その結果、BUS 投与群の
終脳では、アポトーシスを呈する NPCsが、最初 VZの中間層に出現し、ついで 
背側層および腹側層に拡大した。また、p53および p21蛋白陽性細胞は、アポト
ーシスのピーク（48 HAT）に先立ち、36 HATにピークに達した。一方、BrdU
陽性および PH3 陽性細胞は、アポトーシス細胞の増加に伴い減少した。また、
フローサイトメトリーによる細胞周期解析の結果、対照群と比較して、BUS 投
与群では、48および 72 HATに、アポトーシス細胞の比率の顕著な増加、G0/G1
期細胞の比率の減少、S期細胞の比率の増加および G2/M期細胞の比率の減少が
認められた。さらに、Real-time RT-PCR解析の結果、p53の転写標的因子の一つ
でアポトーシスの内因性経路に係る puma mRNAおよび G1/S期での細胞周期停
止に係る p21 mRNAの発現が、36から 72 HATにかけて有意に増加した。これ
らのことから、BUS はラット胎子終脳の NPCs に、細胞増殖抑制および p53 依
存性の内因性経路によるアポトーシスを惹起することが示され、また、S期での
細胞蓄積および G1/S期での細胞周期停止を誘導する可能性が示唆された。 
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Table 1-2-1
Group
CAS3 Control 0.02 ± 0.06 0.05 ± 0.09 0.05 ± 0.09 0.11 ± 0.10 0.07 ± 0.10 0.03 ± 0.08
Busulfan 0.19 ± 0.12 12.84 ± 1.13** 46.44 ± 2.17** 58.60 ± 3.48** 20.04 ± 1.87** 0.13 ± 0.12*
p53 Control 0.07 ± 0.14 0.04 ± 0.08 0.02 ± 0.06 0.02 ± 0.06 0.07 ± 0.10 0.08 ± 0.10
Busulfan 0.07 ± 0.27* 9.98 ± 1.31** 14.18 ± 1.34** 10.29 ± 0.89** 3.44 ± 0.57** 0.09 ± 0.10
p21 Control 0.06 ± 0.13 0.02 ± 0.06 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.06
Busulfan 0.06 ± 0.13 7.50 ± 0.88** 21.56 ± 2.45** 7.95 ± 1.43** 2.47 ± 0.25** 0.13 ± 0.12**
BrdU Control 58.27 ± 2.37 56.89 ± 1.88 56.54 ± 1.40 52.04 ± 1.75 26.84 ± 1.58 14.62 ± 1.27
Busulfan 58.20 ± 2.50 43.64 ± 2.50** 19.98 ± 4.15** 12.48 ± 2.26** 13.96 ± 2.00** 13.29 ± 1.64
PH3 Control 5.96 ± 0.40 5.69 ± 0.44 5.20 ± 0.37 5.04 ± 0.44 4.29 ± 0.27 2.29 ± 0.24
Busulfan 5.63 ± 0.43 4.25 ± 0.30** 2.85 ± 0.40** 2.10 ± 0.44** 2.67 ± 0.38** 2.12 ± 0.22
Note: Values represent the mean ± standard deviation.
*p <0.05, Significantly different from control.
**p <0.01, Significantly different from control.
Time-course-changes of the number of positive NPCs (labeling index) by immunohistochemical
analysis of the fetal rat  telencephalon after busulfan treatment.
72 96
Hour after treatment
12 24 36 48
Fig. 1-2-1. Representative appearances of the telencephalic wall of rat fetuses at 36 h after 
busulfan treatment.  (a) Many mitotic NPCs along the ventricular surface with few pyknotic 
NPCs in the control group. (b) A small number of mitotic NPCs along the ventricular surface 
with many pyknotic NPCs mainly in the medial and dorsal layers in the busulfan group. (c) 
TUNEL-positive NPCs in the busulfan group. (d) Cleaved caspase-3-positive NPCs in the 
busulfan group.  (a and b) HE stain, (c and d) Immunostaining.  (a-d) bar = 50 µm.  
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Fig. 1-2-2. Time-course changes in the immunohistochemical labeling indices (%) of cleaved 
caspase-3-positive NPCs (a), p53-positive NPCs (b), p21-positive NPCs (c), phosphor-histone 
H3-positive NPCs (d), and BrdU-positive NPCs (e) in the control group (◊) and busulfan group 
(■).  Significantly different from the control group at p<0.05 (*) and p<0.01 (**) in Student’s 
t-test. 
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Fig. 1-2-3. Immunohistochemical findings of the telencephalic wall of rat fetuses at 36 h after busulfan 
treatment in the control group (a-c) and the busulfan group (d-f).  (a and d) Cleaved caspase-3; (b and e) 
p53; (c and f) p21.  Immunostaining, (a-f) bar = 50 µm.  
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Fig. 1-2-4. Immunohistochemical findings of the telencephalic wall of rat fetuses at 36 h after 
busulfan treatment in the control group (a and b) and the busulfan group (c and d).  (a and c) 
Phospho-histone H3; (b and d) BrdU.  Immunostaining, (a-d) bar = 50 µm.  
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Fig.1-2- 5. Flow-cytometric analysis of cells from the BUS-treated fetal telencephalon.  A: Percentage 
of cells in each cell cycle phase. B: Schematic figure of cell cycle analysis at 72 HAT (x axis: PI 
intensity, y axis: cell number). The number of apoptotic cells (Sub/G1) increased while those in the 
G0/G1 phase and G2/M phase decreased. An accumulation of  cells in  the S phase was also detected 
in the BUS treated group.  ( Cont=Control, Bus=Busulfan) 
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Fig.1-2- 6. Expression levels of Puma and p21
cip1
 mRNAs measured by real-time RT-PCR in the 
control group  (□)  and the busulfan group (■).  Significantly different from the control group 
at p<0.05 (*) and p<0.01 (**) in Student’s t-test.  
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第 2章 BUSのラット新生子に及ぼす影響 
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第１節 新生子の全身組織における病変の性状、分布および推移 
 
序 
 
第１章では BUSのラット胎子に及ぼす影響を病理学的観点から明らかにした。
第２章では、BUS のラット新生子に及ぼす影響について、病理学的観点から検
討する。 
緒言で述べたように、BUSは臨床の現場で小児の血液疾患の治療にも使用さ
れているが、BUSを処方された小児に肺線維症および痙攣等の急性神経症状を
惹起することも報告されている (Oakhill et al., 1981; Vassal et al., 1990; Fauroux 
et al., 1996)。また、一方で、BUSは増殖活性の高い細胞のみならず、肺 (Güreli 
et al., 1963)、 消化管 (Burns et al., 1970)、リンパ組織 (Asano et al., 1963; Tange, 
1974)、生殖組織 (Kasuga and Takahashi, 1986)および神経組織 (Burns et al., 1970) 
の増殖活性の低い細胞あるいは幹細胞にも細胞毒性を示すことが知られてい
る。従って、ヒトの小児に対する BUSの安全性（毒性）を予測するためには、
新生子を含む幼若動物の全身組織における病変の性状、分布および推移につい
て系統的に検索することが重要である。しかし、このような検索報告は見当た
らない。 
本章では、まず、第１節で、BUS によってラット新生子の全身組織に惹起さ
れる病変の性状、分布および推移について、主に病理組織学的に検索した。さ
らに、その結果を、BUSを処方されたヒトならびに BUSに曝露されたラットや
マウスの胎子および成熟個体で観察された病変と比較・検討した。 
 
 
47 
材料と方法 
 
動物 
妊娠ラット（Crl:CD(SD)、日本チャールス・リバー株式会社）から得た雄のラ
ットを、生後 6 日齢で実験に供した。分娩後の母動物あるいは里親１匹に 8 匹
の新生子をつけ、床敷（ホワイトフレーク、日本チャールス･リバー（株））を
入れたプラスチック製エコンケージ（W340×D450×H185 mm：日本クレア（株））
に 1母動物単位で収容し、第１章と同様な飼育環境で飼育した。 
実験処置 
生後 6日の 50匹の雄ラットを、対照群と BUS 投与群に均等に振り分けた。
BUS投与群には、BUS をオリーブ油に懸濁し、20 mg/kg (10mL/kg body weight) 
の用量で単回背部皮下に投与した。投与量は予備実験の結果を基に決定した。
対照群には、オリーブ油（10mL/kg body weight）を同様の方法で投与した。投与
1、2、4、7および 14日後（days after treatment, DAT）にそれぞれ５匹の新生子
を、第１章・第１節と同様な方法で安楽死させ、各動物から全身臓器・組織を
採取した。 
病理組織学的および免疫組織化学的検索 
採取した新生子ラットの全身臓器・組織（大腿骨を除く）について第１章・
第１節と同様に HE染色標本を作製し、病理組織学的検索に供した。なお、大腿
骨については、10％中性緩衝ホルマリン液で固定し、ギ酸液で脱灰処理した後、
他の組織同様に処理した。また、一部のパラフィン切片については、第１章・
第２節と同様な方法で、CAS3について免疫組織化学的検索を行った。 
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結果 
 
一般状態、体重および脳重量 
7 DATまでは対照群および BUS投与群のいずれにも死亡は認められなかった。
その後、BUS投与群では 13 DATに１匹が重度の骨髄抑制を呈して死亡したが、
その他の動物には特記すべき臨床症状や異常な行動は観察されなかった。また、
BUS投与群では、対照群と比較して、14 DATに体重増加の有意な抑制および脳
重量の有意な低値が認められた。 
病理組織学的所見 
BUS 投与群の全身の組織に観察された病理組織学的変化とその推移を Table 
2-1-1から Table 2-1-3に示す。対照群では、観察期間を通じ、いずれの組織にも
病理組織学的変化は認められなかった。 
神経系では、1 DATに小脳の EGLに顆粒細胞の核濃縮が出現し、2 DATには
著しく増加し、4 DATには EGLの顆粒細胞は消失したが（Table 2-1-1）、7 DAT
には EGLに少数の顆粒細胞が再度出現した。14 DATには、対照群では EGLの
顆粒細胞が内顆粒層（Internal granular layer, IGL）に移動して EGLが消失したが、
BUS投与群では少数の顆粒細胞が菲薄化した EGLに残存していた。 
呼吸循環器系では、2および 4DATに、少数の心筋細胞(Fig. 2-1-1a)ならびに肺
胞および終末細気管支の少数の上皮細胞に、それぞれ核濃縮が認められた 
(Table 2-1-1, Fig. 2-1-1b)。 
消化器系では、2 DATに肝臓の少数の造血細胞に核濃縮が、1から 7 DATに
かけて胃の多数の腺上皮細胞に核濃縮が(Fig. 2-1-1c) 、また、腸管では 1から 4 
DATにかけて少数の陰窩上皮細胞に核濃縮が、それぞれ観察された（Table 2-1-1）。
上記の核濃縮に加え、肝臓では 4から 14 DATにかけて造血細胞の軽度の減少が
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（Table 2-1-2）、また、胃では 4 DATに腺上皮細胞の空胞化が観察された（Table 
2-1-2）。 
泌尿生殖器系では、腎臓で 2および 4 DATに近位および遠位尿細管の少数の
上皮細胞に核濃縮が認められた(Table 2-1-1, Fig. 2-1-1d)。精巣では、精祖細胞の
核濃縮が 1 DAT に出現し、2 および 4 DAT に顕著になった(Table 2-1-1, Fig. 
2-1-1e)。7および 14 DATには、精細胞の脱落を伴う顕著な精細管の萎縮がみら
れ、セルトリ細胞のみが残存している精細管も認められた(Table 2-1-2, Fig. 
2-1-1f)。また、精巣上体では、2から 7 DATにかけて、少数の上皮細胞で核濃縮
が観察された（Table 2-1-1）。 
リンパ造血系では、胸腺で 1および 2 DATに皮質リンパ球の中等度ないし軽
度の核濃縮がみられ(Table 2-1-1, Fig. 2-1-1g)、2および 4DATには皮質の中等度
の萎縮が観察された（Table 2-1-2）。また、腸間膜リンパ節でも 4 DATに軽度
のリンパ球の核濃縮がみられ（Table 2-1-1）、4および 7 DATに皮質の萎縮が観
察された（Table 2-1-2）。脾臓では 2から 14 DATにかけて軽度ないし軽微な造
血細胞の減少が観察された（Table 2-1-2）。骨髄では 1から 7 DATにかけて造
血細胞の軽度ないし中等度の核濃縮が認められた (Table 2-1-1)。骨髄では 2 DAT
に造血細胞の減少に伴う脂肪浸潤が観察され、こうした変化は 14 DATに向かっ
てより顕著になった(Table 2-1-2, Fig. 2-1-1h)。 
外皮および骨格系では、背部皮膚の毛包で少数の上皮細胞に核濃縮（Fig. 
2-1-1i）が、また、大腿骨で 2および 4 DATに骨芽細胞の核濃縮（Fig. 2-1-1j）
が、それぞれ観察された（Table 2-1-1）。 
眼球の病理組織学的所見を Table 2-1-3および Fig. 2-1-2に示した。網膜では、
特にその辺縁領域に、顆粒層の顆粒細胞の核濃縮が認められた（Fig. 2-1-2b）。
核濃縮は 1 DATに少数の顆粒細胞で認められ、2 DATにピークに達し、4 DAT
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以降には消失した。4 から 14 DATにかけて、当該領域の外顆粒層は不整な波状
あるいはロゼット様構造を呈し（Fig. 2-1-2d）、網膜の異形成が認められた。一
方、水晶体では、1から 7 DATにかけて上皮細胞の核濃縮がみられ、核濃縮は 4 
DATにピークに達した。7および 14 DATには水晶体上皮細胞の部分的欠損が観
察され、さらに、14 DATには水晶体の赤道部から後極にかけて水晶体線維の膨
化や空胞変性が観察された（Fig. 2-1-2f）。 
上述した各組織に観察された核濃縮を呈する細胞の核は、免疫染色で CAS3
に陽性を示したことから(Fig. 2-1-1e, inset)、アポトーシスであると判断された。 
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考察 
 
本節では、生後６日のラット新生子に 20 mg/kgの BUSを単回腹腔内投与し、
1から 14 DATにかけて経時的に、全身組織を病理組織学的に検索した。 
臨床および肉眼観察では、14 DAT の BUS 投与群で、造血抑制に伴う全身状
態の悪化に起因すると考えられる有意な体重増加の抑制、および、後述する小
脳傷害に起因すると推察される脳重量の有意な低値が、それぞれ観察された。 
病理組織学的検索の結果、BUS投与群では、Table 2-1-1から 2-1-3 に示すよ
うに、多くの組織で構成細胞のアポトーシス（核濃縮、CAS3陽性）を特徴とす
る病変が観察された。全身組織における病変の分布は、緒言で述べた既報の BUS
の細胞毒性の発現部位（肺、消化管、リンパ組織、生殖組織および神経組織）
を中心に、より広範な組織で観察された。また、アポトーシスは、組織によっ
て 1から 7 DATにかけて観察され、多くの組織では 2および 4 DATに顕著であ
った。さらに、網膜の顆粒細胞のアポトーシスは、小脳 EGLにおける顆粒細胞
のアポトーシスと同様の経時的変化を示した。アポトーシスは 14 DATには全て
の組織で消失したが、この時点で、骨髄、精巣、眼球および小脳には後述する
ような高度の病変が観察された。 
中枢神経系では、小脳および眼の網膜に病変が認められた。小脳では、高度
のアポトーシスにより顆粒細胞が脱落して菲薄化した EGL に、14 DAT に至っ
ても少数の顆粒細胞が残存していた。小脳病変の詳細については、本章・第２
節で記述する。一方、眼球では、波状あるいはロゼット様構造の形成を伴う網
膜の異形成に加え、水晶体上皮細胞の部分的欠損および水晶体の変性が観察さ
れた。ヒトの成人 (Dahlgren et al., 1972; Ravindranathan et al., 1972; Hamming et al., 
1976) および幼若ラット (Solomon et al., 1955; De Beer et al., 1956; Light, 1967) 
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では、BUS による白内障の発症が報告されている。また、網膜顆粒層に観察さ
れたロゼット様構造に関しては、Ueno et al., (2002b) が 5-azacytidineに曝露され
たラット胎子の終脳の VZで同様の組織像を報告している。彼らは、高度のアポ
トーシスによる組織破壊が神経前駆細胞の結合を断ち切った結果、正常な神経
前駆細胞が新たにロゼット様の構造を形成したものと推察しており（Ueno et al., 
2002b)、網膜顆粒層でもほぼ同様な機序で顆粒細胞によるロゼット様構造の形成
が起ったものと考えられた。 
呼吸循環器系について、BUS の投与により新生子ラットに観察された心筋細
胞のアポトーシスは、ラットの胎子および成熟個体 (Sternberg et al., 1958）なら
びにヒトでの報告はない。また、ラット新生子の肺では、胎子の肺と同様（第
１章・第１節）、肺胞および終末細気管支の上皮細胞のアポトーシスが一過性
に観察されたに過ぎなかったが、ヒトでは、小児 (Oakhill et al., 1981; Fauroux et 
al., 1996）および成人（Littler et al., 1969; Burns et al., 1970; Buggia et al., 1994）で、
長期に亘るあるいは高用量の BUSを用いた治療後に、気管支肺異形成症および
慢性間質性肺線維症（いわゆる BUS肺）が報告されている。従って、高用量の
BUS を長期間投与することにより、ラットの肺でもヒトの場合と同様な器質的
変化が惹起される可能性がある。 
消化器系については、新生子ラットでは、胎子同様、消化管の腺上皮細胞あ
るいは陰窩上皮細胞にアポトーシスが観察された。一方、成熟個体では、胃腺
上皮の軽度の萎縮および腸管粘膜の中等度の萎縮が報告されている(Sternberg et 
al., 1958)。また、ヒトでは、臨床的に非特異性胃腸炎の症状が報告されているが
(Güreli et al., 1963)、病理組織学的所見についての報告はない。 
泌尿生殖器系では、新生子ラットの腎臓で、胎子同様、尿細管上皮細胞のア
ポトーシスが認められたが、成熟個体およびヒトでは類似の報告はない。また、
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精巣に関しては、ラット成熟個体での報告  (Hodel et al., 1984; Kasuga and 
Takahashi 1986; Linder et al., 1992; Udagawa et al., 2001; Horn et al., 2008) にほぼ
一致して、精細胞の高度のアポトーシスと脱落による精細管の顕著な萎縮がみ
られたが、ヒトでは BUS投与による精巣病変の報告はない。 
リンパ造血器系では、新生子ラットの胸腺および腸間膜リンパ節で、成熟個
体での報告 (Sternberg et al., 1958; Tange et al., 1974) とほぼ同様、皮質リンパ球
のアポトーシスとそれに伴う皮質の萎縮がみられた。脾臓では、成熟個体で白
脾髄の萎縮が報告がされている(Tange et al., 1974) が、新生子ラットではこのよ
うな変化は観察されなかった。また、ラットの脾臓は終生造血器官であり、し
ばしば髄外造血がみられるが、BUS 投与群の新生子ラットでは、後述の骨髄と
同様、造血細胞の減少が認められた。一方、成熟個体では脾臓の造血細胞の減
少に言及した報告はない (Sternberg et al., 1958; Tange et al., 1974)。新生子ラット
の骨髄では、成熟個体での報告 (Sternberg et al., 1958; Dunjic et al.1973; Tange et 
al., 1974) にほぼ一致して、アポトーシスによる造血細胞の高度の減少に伴い、
脂肪浸潤が目立った。 
体表および大腿骨について、新生子ラットでは背部皮膚の毛包上皮および大
腿骨の骨芽細胞にアポトーシスが確認されたが、成熟ラットでの報告はない。
ヒトでは BUS治療による脱毛症が知られており（Tosti et al., 2005; Tran et al., 
2000）、その原因として、BUS による増殖活性の高い毛母細胞の傷害が考えら
れている。 
上述したように、BUS によって新生子に惹起された病変は、胎子の場合と同
様、構成細胞のアポトーシスを特徴とすることが明らかになった。また、アポ
トーシスの分布と推移は、特に新生子と成熟個体との間で異なっており、両者
間での BUSに対する構成細胞の感受性の差を反映しているものと考えられた。 
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要約 
生後 6日の雄ラットに 20mg/kgの BUSを背部皮下に単回投与し、1、2、4、7
および 14 DATに、全身組織を病理組織学的に検索した。その結果、小脳、心臓、
肺、胃、腸管、肝臓、腎臓、精巣、精巣上体、リンパ造血組織、背部皮膚、大
腿骨および眼球に、構成細胞の核濃縮が観察され、特に小脳、眼球、精巣、リ
ンパ組織および骨髄で顕著であった。核濃縮細胞は CAS3 陽性を示したことか
ら、胎子でみられた核濃縮細胞と同様、アポトーシス細胞と判断された。アポ
トーシスは、1から 7 DATにかけて観察され、胸腺では 1 DATに、また、他の
組織では 2ないし 4 DATにピークに達し、14 DATには全ての組織から消失した。
14 DAT には、小脳では菲薄化した EGL に少数の顆粒細胞が残存しており、眼
球では網膜の異形成、水晶体の変性および上皮の部分的欠損が認められ、精巣
では精細胞の脱落による精細管の高度の萎縮が観察され、また、骨髄では造血
細胞の顕著な減少および脂肪浸潤が観察された。アポトーシスの分布と推移は、
特に新生子と成熟個体の間で異なっており、両者間での BUSに対する構成細胞
の感受性の差を反映しているものと考えられた。 
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1 2 4 7 14 1 2 4 7 14
5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
- - - - - + ++ NA - -
Heart
- - - - - - ± ± - -
Lungs
- - - - - - ± ± - -
Stomach
- - - - - ± + + ± -
Intestines
- - - - - ± ± ± - -
Liver
- - - - - - ± - - -
Kidneys
- - - - - - ± ± - -
Testes
- - - - - ± ++ ++ ± -
Epididymides
- - - - - - + + ± -
Thymus
- - - - - ++ + - - -
Mesenteric lymph node
- - - - - - - + - -
Bone marrow
- - - - - + ++ ++ + -
Skin (dorsal)
- - - - - - ± ± - -
Bone (femur)
Osteoblasts - - - - - - ± ± - -
0 mg/kg
No. of pyknotic cells/No. of cells counted: -:almost absent, ±:minimal <25%,  +:mild 25%～50％,
++:moderate 50%～75％, +++:marked >75％.
NA: not applicable due to no granular cell present.
Tubular cells
Cerebellum
Granular cells of external granular layer
Lymphocytes of cortex
Hematopoietic cells
 Spermatogonia
No. of animals examined 
Epithelial cells of hair follicles
Lymphocytes of cortex
Epithelial cells
Table 2-1-1. Distribution and process of pyknotic cells in rat infant tissues exposed to busulfan
 Hematopoietic cells
Dose of busulfan
Days after treatment
Epithelial cells of alveoli or terminal bronchioles
Cardiomyocytes
Glandular epithelial cells
Crypt cells
20 mg/kg
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1 2 4 7 14 1 2 4 7 14
5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
Stomach
- - - - - - - + - -
Liver
- - - - - - - + + +
Testes
- - - - - - - - ++ +++
Thymus
- - - - - - ++ ++ - -
Mesenteric lymph node
- - - - - - - ± + -
Spleen
- - - - - - + + + ±
Bone marrow
- - - - - - + ++ ++ +++
Lesion area/Tissue area observed: -:almost absent, ±:minimal <25%,  +:mild 25%～50％,
++:moderate 50%～75％, +++:marked >75％.
Table 2-1-2. Histopathological findings in rat infant tissues exposed to busulfan
 Decreased hematopoietic cells
Dose of busulfan
Days after treatment
No. of animals examined 
Vacuolation of glandular epithelial cells
20 mg/kg0 mg/kg
Atrophy of cortex
Decreased hematopoietic cells with fat cells
 Atrophy with depletion of germ cells
Atrophy of cortex
Decreased hematopoietic cells
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1 2 4 7 14 1 2 4 7 14
5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
Eye
       Pyknotic cell , retina - - - - - ± + - - -
       Dysplasia, retina - - - - - - - ± + +
       Pyknotic cell, lens epithelium - - - - - ± ± + ± -
       Focal loss, lens epithelium - - - - - - - - ± +
       Degeneration, lens - - - - - - - - - ++
Lesion area/Tissue area observed: -:almost absent, ±:minimal <25%,  +:mild 25%～50％,
++:moderate 50%～75％, +++:marked >75％.
Days after treatment
No. of animals examined 
Table 2-1-3. Histopathological findings in rat infant tissues exposed to busulfan
Dose of busulfan 0 mg/kg 20 mg/kg
Fig. 2-1-1. Histopathological changes in infant rat tissues. In the busulfan group, pyknosis (arrowhead) was observed in
cardiomyocytes (a), alveolar or bronchiolar epithelial cells (b), glandular epithelial cells in the stomach (c), uriniferous
tubule epithelial cells in the kidneys (d), spermatogonia (e), lymphocytes in the thymus (g), hair follicle epithelial cells
(i), and osteoblasts in the femur (j). Pyknotic nuclei were immunohistochemically positive for cleaved caspase-3 (e,
inset). At 14 DAT, only Sertoli cells were left in the germinal epithelium of markedly atrophied seminiferous tubules
(f), and marked depletion of hematopoietic cells with prominent infiltration of fat cells was observed in the femur bone
marrow (h). HE stain, inset of (e) cleaved caspase-3 immunostaining. (a-f, i and j) Bar=50 µm. (g) Bar=100 µm. (h)
Bar=500 µm.
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Fig. 2-1-2. Histopathological changes in the eye of an infant rat. In control (a, c and e) and busulfan
(b, d and f) groups. Pyknosis (arrowhead) in the retina (b), formation of rosette-like structure (arrow) in
the retina (d), and degeneration of the lens (f) in the busulfan group. HE stain. (a-f) Bar=50 µm.
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第２節 新生子の小脳病変の性状および発現機序 
 
序 
 
緒言で述べたように、ラットやマウスの新生子の脳、特に小脳は、出生後も
離乳期にかけて未だ発達過程にあり、DNA傷害物質をはじめ外来性刺激に感受
性を有していると考えられる。前節で、新生子の全身組織における病変の一部
として、小脳病変の輪郭について記載したが、本節では、BUS による新生子の
小脳病変の詳細な性状と発現機序を明らかにする目的で、6日齢のラット新生子
に BUS (10、20、30あるいは 50mg/kg) を投与し、1から 14 DATにかけて経日
的に剖検し、小脳について病理組織学的および免疫組織学的検索ならびに
Real-time RT-PCRによる解析を行った。 
第１章・第２節の検索結果を含め、DNA傷害物質による胎子の脳病変の発現
機序に関する報告は多いが (Doi et al., 2011) 、新生子の脳病変、特に小脳病変に
関する報告はごく少ない。 
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材料と方法 
 
動物 
妊娠ラット（Crl:CD(SD) 、日本チャールス・リバー株式会社）から得た新生
子雄ラット 155 匹を、生後 6 日で実験に供した。動物の飼育方法は第１節のそ
れと同様である。 
実験処置 
新生子雄ラット 125匹を 25匹ずつ 5群（対照群１群および BUS投与群 4群）
に均等に割り当てた。BUS投与群には、オリーブ油に懸濁した BUSを、10、20、
30 あるいは 50 mg/kg (10mL/kg body weight) の用量で背部皮下に単回投与し（1
用量群毎に 25匹）、対照群にはオリーブ油（10mL/kg body weight）を同様に投
与した。 
 1、2、4、7および 14 DATに、対照群および BUS各投与量群の新生子ラット
をそれぞれ 5 匹づつ、第１節と同様な方法で安楽死させ、体重を測定した後に
脳を採取し、脳の重量（絶対重量および相対重量）を測定した。新生子の体重、
脳の絶対重量および相対重量（脳重量/体重）のデータは、平均値±標準偏差で示
し、第１章・第１節と同様な方法で統計解析を行なった。 
また、残りの 30匹の新生子雄ラット（６日齢）を BUS 30 mg/kg投与群と対
照群に均等に振り分け、上記と同様な方法で投与し、６、12、24、36および 48 
HAT (i.e., 2 DAT) にそれぞれ 3匹を安楽死させ小脳を採取し、後述の Real-time 
RT-PCR解析に供した。 
病理組織学的検索 
上記 125匹の新生子から採取した脳は、10%中性緩衝ホルマリン液で固定後、
レベルⅠ：視神経交叉（大脳）、レベルⅡ：乳頭体（大脳）およびレベルⅢ：
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橋(小脳)（Solleveld and Boorman, 1990）の３レベルの横断面を切り出し、パラフ
ィン包埋した。厚さ 4µm のパラフィン切片に HE 染色を施し、病理組織学的検
索に供した。また、一部の切片については、TUNEL 法による断片化 DNA の検
出に供した。さらに、一部の切片を免疫組織化学的検索に供した。 
断片化 DNAの検出 
第１章第１節と同様、TUNEL 法により新生子の脳における断片化 DNA の検
出を行なった。 
免疫組織化学的検索 
新生子の小脳について、CAS3、PH3、p53、p21、S-100、Vimentin、Neuron specific 
enolase (NSE)、Neurofilament、ED1、Iba1、Glial fibrillary acidic protein (GFAP)、 
Olig2、NG2 chondroitin sulfate proteoglycan (NG2)、Myelin CNPase、Double cortin、
Nestinおよび C-kitについて免疫組織化学的検索を行った。 一次抗体とそれぞれ
の希釈倍率および抗原賦活化法を Table 2-2-1に示した。 
免疫染色は TSA Biotin System kit (PerkinElmer, Boston, USA) を用いたチラミ
ドシグナル増幅法、EnVision+ kits（Dako Japan）を用いた Labeled polymer 法お
よび  SAB-PO (Goat) kit (Nichirei, Tokyo, Japan) を用いた Streptavidin-biotin 
complex peroxidase法で実施した。組織切片の抗原賦活化法として、クエン酸緩
衝液（10 mM, pH 6.0）を用いてオートクレーブ処理（120℃, 15分）、マイクロ
ウェ－ブ処理（95℃, 15分）あるいは 0.1%トリプシンを用いたタンパク分解酵
素処理（37℃,  30分）を行った。その後、0.3%過酸化水素・メタノール溶液を
用いて室温 20分間処理して内因性ペルオキシダーゼの不活化を行い、プロテイ
ンブロック(Dako Japan)を用いて室温で 10 分間処理して非特異性反応を抑制し
た後、それぞれの一次抗体と 4℃で一晩反応させた。その後、上述のように、TSA
法、EnVision+ kit (Dako Japan) あるいは SAB-PO法を用いて室温で 40分間標識
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した。さらに、DAB 反応によって陽性部位を可視化し、メチルグリーンあるい
はヘマトキシリンで後染色した。 
Real-time RT-PCR解析 
6日齢で BUS (30mg/kg) を投与した群および対照群につき、6、12、24、36お
よび 48 HAT にそれぞれ 3匹の動物を剖検し、小脳を対象に、第１章・第２節
と同様な方法で、アポトーシスおよび細胞周期に係わる因子（Puma, Cdc20, 
p21Cip1, Cyclin B1およびCyclin D1）について、Real-time RT-PCR解析を実施した。 
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結果 
 
一般状態、体重および脳重量 
対照群および BUS投与群ともに、7 DATまでは死亡は観察されなかった。そ
れ以降、BUS投与群では、重篤な骨髄抑制を伴う死亡例（20mg/kg群：1例、30mg/kg
群：4例および 50 mg/kg群：5例）が認められたが、生存動物には特記すべき臨
床症状および異常な行動は観察されなかった。 
 BUS投与群では、対照群と比べ、4 DATには 50 mg/kg群、7 DAT には 10、
30および 50 mg/kg群ならびに 14 DATには 20および 30 mg/kg群で、それぞれ
有意な体重増加の抑制が記録された（Fig. 2-2-1）。また、4および 7 DATには、
30および 50 mg/kg群ならびに 14 DATには 20および 30 mg/kg群で、それぞれ
脳重量の有意な低値が記録された（Fig. 2-2-2A）。さらに、14 DATの 30mg/kg
群では、脳の相対重量の有意な増加が認められた（Fig. 2-2-2B）。 
肉眼所見 
1および 2 DATには、対照群および BUS投与群ともに特記すべき肉眼所見は
認められなかった。その後、BUS投与群では、対照群と比較して、20および 30 
mg/kg群では 4、7および 14 DATに（Fig. 2-2-3）、また、50 mg/kg群では 4 お
よび 7 DATに、それぞれ小脳の萎縮が認められた。小脳の萎縮は、前者では 14 
DATに、また、後者では 7 DAT に、明瞭であった。 
病理組織学的および免疫組織化学的所見 
大脳には、いずれの剖検時点においても、病理組織学的変化は認められなか
った。一方、小脳では、Fig. 2-2-4に示すように、小脳皮質の EGL、深部小脳核 
(deep cerebellar nuclei, DCＮ) および小脳の白質 (cerebellar white matter, CWM) 
に、以下に述べる特徴的な病理組織学的変化が認められた。 
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外顆粒層 (EGL)：対照群の小脳の EGLでは、顆粒細胞は 7 DAT（13日齢）に
は減少し、14 DAT（20日齢）には消失した（Fig. 2-2-5a to e）。また、観察期間
を通じ、顆粒細胞の核濃縮はほとんど観察されなかった。 
BUS投与群では、全ての投与量群で、EGLの顆粒細胞の核濃縮が 1 DATに出
現し、2 DAT にはピークに達し、投与量依存性の顆粒細胞の減少が認められた
（Fig. 2-2-5g, l, q and v）。4 DATには、全ての投与量群で、核濃縮細胞はほぼ消
失し、同時に、20 mg/kg以上の投与量群では顆粒細胞は消失した（Fig. 2-2-5m, r, 
and w）。その後、20 および 30 mg/kg群では、7 DATにごく少数の顆粒細胞が
EGLに再度出現し（Fig. 2-2-5 n and s）、14 DATに至っても菲薄化した EGLに
残存していた（Fig. 2-2-5o and t）。また、この時点で、20 および 30 mg/kg 群で
は、IGLの細胞密度は軽度に低下しており、30 mg/kg 群では IGL幅の軽度の減
少を伴っていた。一方、10 mg/kg群の顆粒細胞の動向は、4 DAT以降は対照群
のそれとほぼ同様な推移を示した（Fig. 2-2-5j）。   
核濃縮を呈する顆粒細胞（Fig. 2-2-6a）は、TUNEL法で DNAの断片化を示し
（Fig. 2-2-6b）、また、免疫染色で CAS3に陽性を示した（Fig. 2-2-6c）ことから、
アポトーシス細胞であると判断された。 
対照群では、いずれの時点においても、p53および p21陽性の顆粒細胞は認め
られなかった。一方、BUS投与群では、全ての投与量群で、１DATに少数の p53
および p21陽性の顆粒細胞が出現し、2 DATに増加したが（Fig. 2-2-6d and e）、
4 DATには消失した。 
一方、1 DATには、BUSの全ての投与量群で、対照群と同様、EGLの顆粒細
胞に核分裂像が認められた（Fig. 2-2-5a, f, k, p, and u）。対照群では 7 DATに至
っても核分裂像は減少していなかったが (Fig. 2-2-5d)、BUSの 10 mg/kg群では 7 
DATには減少していた (Fig. 2-2-5i) 。また、20 mg/kg以上の投与量群では、核
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分裂像は 2 DATには減少し、4 DATには消失した (Fig. 2-2-5m, r and w)。核分裂
像を呈する顆粒細胞の核は免疫染色で PH3に陽性を示した（Fig. 2-2-7）。 
深部小脳核 (DCN) ：対照群では、DCN に病理組織学的変化はほとんど観察
されなかった。BUS投与群では、全ての投与量群で、1 DATにグリア細胞の核
濃縮が観察され、核濃縮を呈するグリア細胞は 10、20および 30 mg/kg群では 2 
DATに（Fig. 2-2-8a）、また、50 mg/kg群では 4 DATに、それぞれ増加した。
グリア細胞の核濃縮は、10および 20 mg/kg群では 4 DATに、また、30および
50 mg/kg 群では 7 DAT に、それぞれ消失した。核濃縮を呈するグリア細胞は
TUNEL法で DNAの断片化を示し（Fig. 2-2-8b）、また、免疫染色で CAS3に陽
性を示した（Fig. 2-2-8c）ことから、アポトーシス細胞であると判断された。 
BUS投与群の DCNでは、4 DATに全投与量群で、異常な核分裂像を呈する細
胞が散在性に観察された（Fig. 2-2-9a）。こうした細胞は、10 および 20 mg/kg
群では 7 DATに、また、30 mg/kg群では 14 DATに、それぞれ消失した。50 mg/kg
群では、異常な核分裂像を呈する細胞は 7 DATには増数したが、それ以降は、
同群の全例が死亡したため、検索できなかった。一方、対照群では、BUS 投与
群で観察されたような異常な核分裂像を呈する細胞は認められなかった。 
異常な核分裂像を呈する細胞は、淡明で腫大した細胞質および核周囲に明暈
を有することを特徴とし、概ね神経細胞に隣接して観察された。これらの細胞
は、免疫染色で PH3（Fig. 2-2-9b）、S-100（Fig. 2-2-9c）および Vimentin（Fig. 2-2-9d）
に陽性を示したが、NSE、Neurofilament、ED1、Iba1、GFAP、Olig2、NG2、Myelin 
CNPase、Double cortin、Nestinおよび C-kitには陰性であった。 
小脳白質 (CWM) ：対照群およびBUSの10 mg/kg群では、観察期間を通じて、
CWMには病理組織学的変化は認められなかった（Fig. 2-2-10a and c）。一方、
BUS の 20、30および 50 mg/kg群では、2から 7 DATにかけて、ほぼ傍片葉 
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(paraflocculus, PFL) に限局して、 水腫様変化が観察された。PFLの水腫様変化
は、4 DATには顕著になったが（Fig. 2-2-10b and d）、該部の血管系には病理
組織学的変化は認められなかった。また、水腫様変化の出現に先立ち、核濃縮
および TUNEL法で DNA断片化を呈し、かつ、免疫染色で CAS3に陽性を示す
グリア細胞が、CWM の全域に散在性にみられた。さらに、水腫様変化を呈す
る領域では、対照群（Fig. 2-2-10e）と異なり、4 DATに免疫染色で ED-1に陽
性を示す細胞が観察された（Fig. 2-2-10f）。14 DATには、20および 30 mg/kg
群で、対照群と比較して、PFLの白質の萎縮および PFLの内側層の稀突起膠細
胞の密度の低下がみられた。 
Real-time RT-PCR解析所見 
６日齢で BUS (30 mg/kg) 投与群および対照群の動物を、6、12、24、36およ
び 48 HAT (i.e., 2 DAT) に剖検し、小脳における puma、Cdc20、 p21 Cip1、CyclinB1
および CyclinD1の mRNAの発現量を調べた。その結果、BUS 投与群では、対
照群と比較して、Cyclin B1 mRNAの発現量が 6および 48 HATに有意に増加し
た。また、36および 48 HATには puma mRNAの発現量は有意に増加し（Fig. 
2-2-11）、p21 mRNAの発現量も増加傾向を示した（Fig. 2-2-11）。一方、Cyclin 
D1および Cdc20 mRNAの発現量には、対照群と BUS群との間に有意差は認め
られなかった。 
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考察 
 
本節では、BUS による新生子ラット小脳病変の性状および発現機序を明らか
にするため、6日齢で BUS (10、20、30 あるいは 50 mg/kg) を投与されたラット
新生子の小脳について、1から 14 DATにかけて経日的に、病理組織学的および
免疫組織学的検索を行なった。さらに、6日齢で 30 mg/kgの BUSを投与された
ラット新生子を 6から 48 HAT (i.e., 2 DAT) にかけて経時的に剖検して小脳を採
材し、アポトーシスおよび細胞周期に係わる因子について Real-time RT-PCR解
析を行なった。従って、Real-time RT-PCR解析の結果は、小脳の部位 (EGL, DCN
および CWM) の中でも構成細胞のアポトーシスが最も顕著であった EGL の変
化を主に反映しているものと考えられた。 
本実験で BUS投与群に観察されたほぼ投与量依存性の死亡例の出現および体
重増加の抑制は、前節で述べたように、リンパ造血系組織の高度の傷害による
ものと考えられた。また、剖検時には、脳重量の低値が認められ、肉眼的に小
脳は萎縮していた。一般に脳重量は体重増加抑制の影響をほとんど受けないと
されていることから（Bailey et al., 2004）、BUS投与群に観察された脳重量の
低値および小脳の萎縮は、BUSの小脳への直接的な傷害作用によるものと考え
られた。 
病理組織学的検索では、大脳には観察期間を通じ変化は認められなかったが、
小脳では、EGL、DCNおよび CWM にそれぞれ特徴的な病変が、ほぼ BUSの
投与量依存性に観察された。 
ラット新生子の発達過程にある小脳では、軟膜直下に EGLが存在しているが、
顆粒細胞は EGLで増殖した後 IGLに移動し、EGLはおよそ 3週齢までに消失す
る（Kengaku, 2002）。本実験でも、対照群および BUSの 10 mg/kg群では、EGL
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の顆粒細胞は IGL に移動し、14 DAT（20日齢）までに EGLは消失した。一方、
BUSの 20 および 30 mg/kg群の EGLの顆粒細胞は、核濃縮を呈して 4 DATに
は一旦消失したが、7 DATにはごく少数の顆粒細胞が再度出現し、14 DATに至
っても菲薄化した EGLに残存していた。また、14 DATの IGLでは、軽度の細
胞密度の低下（20および 30mg/kg群）および IGL幅の減少（30 mg/kg群）が認
められた。こうした所見から、顆粒細胞の EGLから IGLへの移動が阻害された
ことが示唆された。なお、BUSの 50 mg/kgでは 7 DAT 後 14 DATまでに全例が
死亡したため、14 DATについは検索できなかった。 
BUS 投与群の小脳の EGL に観察された核濃縮を呈する顆粒細胞は、DNA の
断片化（TUNEL 法）を呈し、また、CAS3 陽性（免疫染色）であることから、
アポトーシス細胞であると判断された。BUS によるアポトーシスの誘導は、こ
れまでにもヒト腫瘍細胞および実験動物の骨髄細胞を用いた in vitroの実験で報
告されており (Hassan et al., 2001; Chatterjee et al., 2010; Valdez et al., 2010)、また、
第１章で示したように、ラット胎子組織 (in vivo)でも観察され、いずれも BUS
の DNA傷害作用に起因すると考えられている。 
本節の検索では、新生子ラット小脳の EGLで、アポトーシス細胞の増加と p53
および p21陽性細胞の増加がほぼ並行して観察されたこと、また、puma mRNA
の発現量も同時期に有意に増加していることから判断し、BUS によるラット新
生子小脳の EGLにおける顆粒細胞のアポトーシスは、第１章・第２節で示した
胎子終脳の VZの NPCsのアポトーシスと同様、p53依存性の内因性経路によっ
て惹起されると考えられた。同様なアポトーシスの発現機序については、BUS
に曝露されたヒトの腫瘍細胞 (in vitro) でも報告されている(Valdez et al., 2010) 。 
 BUSの細胞周期に及ぼす影響については、骨髄細胞 (Hassan et al., 2001; Valdez 
et al., 2008, 2010) および ECV304細胞（Ritter et al., 2002）を用いた in vitroの実
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験で、BUSは G2期で細胞周期を停止することが報告がされている。本節の新生
子ラットの小脳に関する Real-time RT-PCR解析では、Cdc20 mRNAの発現量に
は有意な増加は認められなかったものの、48 HAT (i.e., 2 DAT)に Cyclin B1 
mRNA の発現量が有意に増加し、また、p21 mRNA の発現量も増加傾向を示し
たのに加え、48 HATにはアポトーシス細胞の増加が認められたことから、 BUS
は新生子ラット小脳の EGLの顆粒細胞に G2/M期で細胞周期停止を誘導するも
のと推察された。一方、第 1 章・第２節の検索では、BUS は胎子終脳の NPCs
にG1/S期で細胞周期停止を誘導することが示唆された。この点に関しては、BUS
は細胞核内でアルキル化作用を示すことから、細胞周期のいずれの期にも作用
する可能性が指摘されている（Buggia et al., 1994）。例えば、第１章・第２節の
考察の項で触れたように、雄マウスの生殖細胞では G１期で (Choi et al., 2004)、
また、骨髄細胞 (Hassan et al., 2001; Valdez et al., 2008, 2010) および ECV304細
胞 (Ritter et al., 2002) では G2期で、それぞれ細胞周期を停止することが報告さ
れている。BUSの新生子小脳の EGLの顆粒細胞の細胞周期に及ぼす影響につい
ては、フローサイトメトリーによる解析を含め、今後より詳細な検索が必要で
ある。 
 緒言で述べたように、DNA傷害物質などの外来性刺激による新生子の小脳病
変に関する報告はごく少ない。Kim et al. (1998) は、出生当日のマウスにγ-線 
(0.18 - 3.96 Gy) を照射し、照射後 2 – 24 時間後まで EGLの顆粒細胞のアポトー
シスを経時的に検索した結果、アポトーシスの強度は照射量に依存し、アポト
ーシスのピークは照射 6-8 時間後であると報告している。また、Ohmori et al. 
(1999) は、出生後 2 から 4日にかけて毎日 1回、癲癇治療薬である phenytoin (35 
mg/kg) を経口投与したマウスの小脳では、EGLの顆粒細胞の高度の細胞死によ
り EGLから IGLへの顆粒細胞の移動が阻止され、14日齢には、対照動物と比べ
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て EGLの幅が増幅すること、および、phenytoinは顆粒細胞のみならずプルキン
エ細胞も傷害することを記載している。今回の 6日齢で BUSを投与したラット
の小脳では、EGL 幅の増加およびプルキンエ細胞の傷害は認められず、暴露さ
れた化学物質の細胞傷害機序の違いおよびこれらの化学物質への暴露時期の違
いを反映しているものと推察された。 
DCN における最も興味深い病理組織学的所見は、異常な核分裂像を示す細胞
の出現であり、それらの細胞は、淡明で腫大した細胞質と核周囲に明調領域を
有することを特徴としていた。免疫組織化学的検索では PH3、S-100 および
Vimentin に陽性を示したが、それ以外の免疫染色ではすべて陰性であり、この
細胞の起源については特定できなかった。しかし、大部分が神経細胞に隣接し
てみられたことから、稀突起膠細胞である可能性が推察された。 
この異常な核分裂像を示す細胞は、Ueno et al. (2002b) が 5-azacytidineに曝露
されたラット胎子の終脳 VZの NPCsで報告している細胞に類似していた。彼等
は、5-azacytidine に曝露された後、ある NPCs は正常な DNA 修復により G2/M
期から G1期に移行し、また別の NPCsは G1期に移行したものの、DNA傷害の
修復が不完全なためにアポトーシスに陥り、さらに別の NPCsは G2/M期に留ま
ってアポトーシスに至ると記載している (Ueno et al., 2006)。また、核分裂後の
G1 期での細胞死は、不完全な核分裂および DNA 修復の欠陥による “mitotic 
catastrophe” によるものとも推察している (Ueno et al., 2006)。さらに、Castedo et 
al. (2004 a, b) は、DNA傷害後の細胞分裂への異常な移行、遺伝子の欠損、ある
いは cdc20-Cycline B1の過剰な活性化などが原因で ”mitotic catastrophe”が引き起
こされることを報告している。BUS 投与ラット新生子小脳の DCN に観察され
た”mitotic catastrophe” 類似の変化の発現機序については、今後より一層の検索
が必要である。 
72 
BUS投与群の CWMでは、アポトーシス細胞および ED-1陽性細胞の出現を伴
う水腫様変化が観察された。恐らくは稀突起膠細胞と考えられるアポトーシス
細胞は、CWM の全域に散在性に観察された。また、ED-1 陽性細胞は脳ではミ
クログリアであると考えられており、アポトーシス細胞の処理に係っているも
のと考えられた。なお、水腫はほぼ PFL に限局して観察されたが、今回の検索
では、水腫がなぜ PFL にほぼ限局して観察されるのかを含め、水腫の発現機序
を説明するに足る所見を得ることは出来なかった。 
さらに、BUSの 20および 30 mg/kg群では、14 DATに、PFLの白質の幅が対
照群のそれと比べて減少し、また、PFL の内側層の稀突起細胞の密度が低下し
ていた。これらの所見は、高用量のBUSへの暴露によって、ラット新生子のCWM
の低形成が惹起されたことを示唆している。 
上述したように、本節では、BUS に暴露された新生子ラットの小脳病変の性
状とその経時的変化について検索し、病変の性状が小脳の部位（EGL、DCN お
よび CWM）によってそれぞれ特徴的であることを明らかにするとともに、小脳
病変の発現機序の一部を明らかにしたが、小脳病変の発現機序の全容を解明す
るためは、今後一層の検索が必要である。 
 
以上、本章では、第１および２節を通じ、BUS のラット新生子に及ぼす影響
を病理学的観点から検討し、全身組織における病変の性状、分布および推移な
らびに小脳病変の詳細な性状を明らかにするとともに、小脳病変の発現機序の
一端を明らかにした。 
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要約 
 
BUS によって惹起されたラット新生子の脳病変の性状とその発現機序を明ら
かにする目的で、生後６日の雄ラットに BUS (10、20、30あるいは 50 mg/kg)を
背部皮下に単回投与し、1、2、4、7および 14 DATに剖検して脳を検索した。  
その結果、BUS投与群では、後述する BUSの小脳への直接的な傷害作用に起因
すると考えられる脳重量の低値が記録され、また、肉眼的に小脳の萎縮が観察
された。病理組織学的検索では、大脳には変化は認められなかったが、小脳で
は、EGL、DCNおよび CWMで、それぞれ特徴的な性状と推移を示す病変が観
察された。対照群の小脳では、顆粒細胞は正常な発達過程の間に EGLで増殖し
た後、 14 DATには全て EGLから IGLに移動した。一方、BUS 投与群 (20mg/kg
以上の投与群) の EGLでは、 2 DATに p53および p21陽性細胞の増加と相俟っ
てアポトーシス細胞が増加し、核分裂細胞は減少した。また、 14 DAT に至っ
ても、菲薄化した EGLにごく少数の顆粒細胞が残存していた。同時に、IGLで
は、軽度の細胞密度の低下や IGL 幅の減少が認められた。これらの所見から、
BUS投与群では、小脳の EGLで顆粒細胞の p53依存性のアポトーシスと細胞増
殖抑制が誘発され、EGLから IGLへの顆粒細胞の移動が阻害されたことが示唆
された。 DCNでは、2 DATにグリア細胞のアポトーシスが増加し、4 DATに
は ”mitotic catastrophe” 類似の異常な核分裂像を呈するグリア細胞が増加した
が、この異常な核分裂の発現機序については不明である。CWM では、2 から 7 
DAT にかけて、少数のアポトーシス細胞と ED1 陽性細胞が散在性に観察され、
また、PFL にほぼ限局して水腫様変化が観察された。さらに、生後 6 日の新生
子の雄ラットに 30 mg/kgの BUSを背部皮下に単回投与し、6、12、24、36およ
び 48 HAT (i.e., 2 DAT) に採材した小脳について実施したReal-time RT-PCR解析
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では、36および 48 HAT に puma mRNAの発現量が有意に増加し、p21 mRNA
の発現量にも増加傾向が認められた。また、G2/M 期での細胞周期停止に係る
Cyclin B1の mRNAの発現量も有意に増加した。これらの Real-time RT-PCR解析
所見と上記の免疫組織化学的検索所見から、新生子の小脳では、BUSにより EGL
の顆粒細胞に p53 依存性の内因性経路によりアポトーシスが惹起されることが
示され、また、G2/M期で細胞周期停止が誘導されることが示唆された。 
 
Antibodies Antigen Retrieval Host Dilution Source
Cleaved caspase-3 AC Rabbit pAb 1:200 Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Phospho-histone H3 AC Rabbit pAb 1:150 Cell Signaling Technology, Beverly, MA
p53 TSA Biotin System Kit, AC Rabbit pAb 1:500 Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
p21 AC Mouse mAb 1:100 DAKO, Kyoto, Japan
S-100 AC Rabbit pAb 1:500 DAKO, Kyoto, Japan
Vimentin AC Mouse mAb 1:100 DAKO, Kyoto, Japan
NSE - Rabbit pAb Ready to use Nichirei co., Tokyo, Japan
Neurofilament AC Mouse mAb 1:100 DAKO, Kyoto, Japan
ED-1 Trypsin at 37℃ for 30 min Mouse mAb 1:400 BMA Biomedicals Ltd., Augst, Switzerland
Iba1 AC Rabbit pAb 1:200 Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan
GFAP AC Rabbit pAb 1:500 DAKO, Kyoto, Japan
Olig2 MW Rabbit pAb 1:100 IBL Co., Ltd., Japan
NG2 - Rabbit pAb 1:200 Chemicon, Inc., Temecula, CA
Myelin CNPase AC Mouse mAb 1:200 EMD Biosciences, Inc. San Diego, CA
Double cortin MW Goat pAb 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Nestin AC Mouse mAb 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
C-kit AC Rabbit pAb 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
NSE: neuron specific enolase. GFAP: glial fibrillary acidic protein; NG2: NG2 chondroitin sulfate proteoglycan.
ED1: CD68 (Clone ED1).  AC: autoclaved  at 121℃ for 15 min , in pH 6.0 citrate buffer;
MW: Microwave for 15 min, in pH 6.0 citrate buffer. mAb: monoclonal antibody, pAb: polycronal antibody
Antibodies used for immunohistochemical examination in the present study
Table 2-2-1
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Fig. 2-2-1. Body weight gain (g) in infant rats treated with busulfan.  *p<0.05 and 
**p<0.01: Significantly different from the control group by Dunnett’s test. 
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BUS 
Fig. 2-2-2. Brain weight (mg) (A) and relative brain weight (mg/g) (B) in infant rats treated 
with busulfan.  *p<0.05 and ** p<0.01: Significantly different from the control group by 
Dunnett’s test. 
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BUS 
Fig. 2-2- 3. Gross appearance of the infant brain of the control (a) and busulfan 
groups: 10 mg/kg (b), 20 mg/kg (c), and 30 mg/kg (d) at 14 DAT.  Cerebellar 
hypoplasia is apparent in the 20 and 30 mg/kg groups. 
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Fig. 2-2-4. Cross section of the normal cerebellum of an infant rat.  1: External granular layer 
(EGL), 2:Deep cerebellar nuclei (DCN), and 3: Cerebellar white matter (CWM).  EGL, DCN 
and CWM were selectively damaged by busulfan.  HE stain, bar= 1 mm.  
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Fig. 2-2-5. Process of histopathological changes in EGL.  Changes with dose-dependent 
severity are seen.  EGL: External granular layer.  HE stain, bar= 50 µm. 
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Fig. 2-2-6. Histopathological and immunohistochemical features of EGL in the 30mg/kg BUS group 
at 2DAT.  Most of the pyknotic granular cells (a) are positive for TUNEL (b), and some of them for 
cleaved caspase-3 (c).  A small number of p53-positive (d) or p21-positive granular cells (e) are seen.  
a: HE stain, b: TUNEL method, and c-e: immunostaining, bars= 50 µm.  
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Fig. 2-2-7. Immunohistochemistry for phospho-histone H3 in EGL in the 10 mg/kg BUS group at 
2 DAT.  Compared with the control group (a), the number of positive cells is  reduced in the 
busulfan group (b).  Immunostaining, bars= 50 µm.  
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Fig. 2-2-8. Busulfan-induced changes in DCN in the 30 mg/kg group at 2DAT.  Pyknotic cells 
(arrowheads) (a) are positive for TUNEL (b) and cleaved caspase-3 (c).  (a) HE stain, (b) TUNEL 
method, and (c) immunostaining, bars = 50 µm. 
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Fig. 2-2-9. Histopathological and immunohistochemical features of abnormal mitotic figures in 
DCN in the 50 mg/kg BUS group at 7 DAT.  Cells showing abnormal mitotic figures (a and inset) 
are positive for phospho-histone H3 (b), S100 protein (c) and vimentin (d).  (a) HE stain, bar = 200 
µm, Inset of (a), bar = 50 µm.  (b-d) Immunostaining, bar = 50 µm. 
84 
Fig. 2-2-10. Histopathological and immunohistochemical features of the  cerebellar white matter at 4 
DAT in the control (a and c) and the 20mg/kg BUS group (b and d).  In the busulfan group, edema 
accompanying a few pyknotic cells (b and d) and ED1-positive cells (f) is observed in FPL.  (a-d) HE 
stain, and (e and f) immunostainning.  (a and b) bar =200 µm, (c-f) bar = 50 µm.  
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Fig. 2-2-11. Expression levels of Puma, p21
cip1
and Cyclin B1mRNAs measured by real-time RT-
PCR in the control group  (□)  and the busulfan group (■).  Significantly different from the 
control group at p<0.05 (*) in Student’s t-test. HAT: Hours after treatment. 
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本研究では、二官能性アルキル化剤で、主に成人を対象に慢性骨髄性白血病
の治療薬あるいは造血幹細胞移植の前治療薬として使用されている BUSについ
て、胎児および小児に対する毒性を予測する前臨床試験の一環として、下記の
検索を行なった。すなわち、BUS のラット胎子および新生子への影響を病理学
的観点から明らかにする目的で、胎子および新生子に惹起される全身組織にお
ける病変の性状、分布および推移を検索するとともに、DNA傷害物質に特に感
受性の高い中枢神経系（特に、胎子終脳および新生子小脳）における病変の性
状とその発現機序について検索した。得られた結果は下記の通りである。 
 
１．BUSのラット胎子に及ぼす影響 
（１）胎子の全身組織における病変の性状、分布および推移 
妊娠 13日のラットに 30 mg/kgの BUSを腹腔に単回投与し、6から 96 HATに
かけて経時的に胎子を採取し、主に病理組織学的検索を実施した。 
その結果、広範な組織で構成細胞の核濃縮が観察され、脳、特に終脳で重度、
脊髄および眼球で中等度、その他の組織では軽度あるいは軽微であった。また、
いずれの組織においても、核濃縮は 24 HATより出現し、36あるいは 48HATで
ピークに達し、96 HATには消失した。核濃縮細胞は、TUNEL法および電顕観
察の結果から、アポトーシス細胞と判断された。マウスやラットで報告されて
いる種々の BUS誘発組織奇形は、胎子のそれぞれ対応する組織でアポトーシス
により構成細胞の過剰な細胞死が惹起され、その後の正常な組織形成および器
官形成が阻害される結果招来されると考えられた。 
（２）胎子脳病変の性状および発現機序 
妊娠 13日のラットに 30 mg/kgの BUSを腹腔内に単回投与し、12から 96 HAT
にかけて胎子を採取し、（１）の検索の結果、脳のなかでも特に病変が高度で
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あった終脳について、病理組織学的および免疫組織化学的検索ならびにフロー
サイトメトリーおよび Real-time RT-PCR解析を行った。 
その結果、NPCsのアポトーシスは最初 VZの中間層に出現し、ついで背側層
および腹側層に拡大した。NPCsのアポトーシスは 24 HATから出現して 48 HAT
にピーク達する一方、VZ の腹側層に位置する BrdU および PH3 陽性細胞は 24 
HATから減少して 48 HATに最低値を示した。p53および p21陽性の PNCsは、
アポトーシスのピーク (48 HAT) に先立ち、36 HATにピークに達した。また、
フローサイトメトリーによる細胞周期解析の結果、48および 72 HATにアポト
ーシス細胞の比率の顕著な増加、G0/G1期細胞の比率の減少、S期細胞の比率の
増加および G2/M期細胞の比率の減少が認められた。さらに、Real-time RT-PCR
解析の結果、内因性経路における p53の転写標的因子である puma mRNAおよび
G1/S期での細胞周期停止に関連する p21 mRNAの発現量が、36から 72 HATに
かけて有意に増加した。以上の結果から、BUS は NPCs にアポトーシスと同時
に細胞増殖抑制を惹起すること、および、BUSによる NPCsのアポトーシスは、
p53を介した内因性経路によって誘導されたことが示された。また、BUSは G1/S
期において NPCsの細胞周期を停止させることが示唆された。 
 
２．BUSのラット新生子に及ぼす影響 
（１）新生子の全身組織における病変の性状、分布および推移 
生後 6日の雄ラットに 20mg/kgの BUSを背部皮下に単回投与し、1、2、4、7
および 14 DAT に、全身組織を病理組織学的に検索した。その結果、BUS の細
胞毒性の発現部位として報告されている組織を中心に、小脳、心臓、肺、胃、
腸管、肝臓、腎臓、精巣、精巣上体、リンパ造血組織、背部皮膚、大腿骨およ
び眼球に、構成細胞の核濃縮が観察され、特に小脳、眼球、精巣、リンパ組織
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および骨髄で顕著であった。核濃縮細胞は CAS3 陽性を示したことから、胎子
組織でみられた核濃縮細胞と同様、アポトーシス細胞と判断された。アポトー
シスは、1から 7 DATにかけて観察され、胸腺では 1 DATに、また、他の組織
では 2ないし 4 DATにピークに達し、14 DATには全ての組織から消失した。14 
DATには、小脳で EGLに顆粒細胞の停留、眼球で網膜の異形成、水晶体の変性
および上皮の部分的欠損、精巣で精細胞の脱落による精細管の高度の萎縮なら
びに骨髄の造血細胞の顕著な減少および脂肪浸潤が観察された。アポトーシス
の分布と推移は、特に新生子と成熟個体の間で異なっており、両者間での BUS
に対する構成細胞の感受性の差を反映しているものと考えられた。 
（２）新生子の小脳病変の性状および発現機序 
BUS によって惹起されるラット新生子の脳病変の性状および発現機序を明ら
かにする目的で、生後６日の雄ラットに BUS (10、20、30あるいは 50 mg/kg) を
背部皮下に単回投与し、1、2、4、7および 14 DATに剖検して脳を検索した。 
その結果、BUS投与群では、後述する小脳への BUSの直接的な傷害作用に起
因すると考えられる脳重量の低値および小脳の萎縮が、投与量依存性に観察さ
れた。病理組織学的検索では、大脳には変化は認められなかった。一方、小脳
では、EGL、DCNおよび CWMに投与量依存性に病変が観察され、病変の性状
および推移はこれらの部位によってそれぞれ特徴的であった。 
対照群の小脳では、顆粒細胞は EGLで増殖した後、14 DAT（２０日齢）まで
に EGLから IGLに移動し、EGL は消失した。一方、BUS 投与群の EGLでは、
2 DATにp53およびp21陽性細胞の増加と相俟ってアポトーシス細胞が増加し、
核分裂細胞は逆に減少した。また、10 mg/kg群を除き、対照群で EGLが消失し
た時点においても、菲薄化した EGLが残存しており、同時に、IGLでは、軽度
の細胞密度の低下や IGL幅の減少が観察された。こうしたことから、BUS投与
91 
群の小脳 EGLでは、顆粒細胞の細胞増殖抑制および p53依存性のアポトーシス
が誘発され、EGLから IGLへの顆粒細胞の移動が阻害されたことが示唆された。 
DCNでは、2 DATにグリア細胞のアポトーシスが増加し、4 DATには ”mitotic 
catastrophe” 類似の異常な核分裂像を呈するグリア細胞が増加したが、この異常
な核分裂像の発現機序については不明である。また、CWMでは、2から 7 DAT
にかけて、少数のアポトーシス細胞と ED1陽性細胞が散在性に観察され、また、
PFLにほぼ限局して水腫様変化が認められた. 
 さらに、生後 6日の新生子の雄ラットに 30 mg/kgの BUSを背部皮下に単回投
与し、6、12、24、36および 48 HAT (i.e., 2 DAT) に採材した小脳について、ア
ポトーシスおよび細胞周期に係わる因子について実施した Real-time RT-PCR解
析では、36および 48 HATに puma mRNAの発現量が優位に増加し、p21 mRNA
の発現量にも増加傾向が認められた。また、48 HATに G2/M期での細胞周期停
止に係る Cyclin B1 の mRNA の発現量も有意に増加した。こうした Real-time 
RT-PCR 解析所見と上記の免疫組織化学的所見から、新生子の小脳 EGL の顆粒
細胞では、BUS により p53 依存性の内因性経路によりアポトーシスが惹起され
ることが示され、また、G2/M期で細胞周期停止が誘導されることが示唆された。 
 
以上、今回の研究で、BUS に暴露されたラット胎子および新生子の全身組織
に惹起された病変の性状、分布および推移が初めて明らかになった。その成果
は、ヒト胎児および新生児に対する BUSの毒性の予測、ひいては安全性の評価
に貢献するところ大である。また、本研究で明らかにされたラット胎子脳にお
ける BUS誘発病変の性状および発現機序に関する一連の知見は、既報の知見と
比較検討することにより、DNA傷害物質による胎子脳病変の発現機序をよりよ
く理解する上で重要である。さらに、本研究でラット新生子の BUS誘発小脳病
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変の詳細な性状を明らかにし、その発現機序の一端を示し得たことは、従来知
見に乏しかったこの領域の研究の発展に寄与するものと考えられる。 
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Abstract:  Busulfan, an antineoplastic bifunctional-alkylating agent, is known to induce developmental anomalies.  In
the present study, we examined the distribution and sequence of pyknotic cells in rat fetal tissues exposed to busulfan.
Pregnant rats on gestation day 13 were administered intraperitoneally 30 mg/kg of busulfan, and fetal tissues were
examined at 6, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours after treatment (HAT).  Pyknosis of component cells was observed
markedly in the brain, moderately in the eyes and spinal cord and mildly in the craniofacial tissue, mandible, limb buds,
tail bud, ganglions, alimentary tract, lungs, kidneys, pancreas and liver.  In the brain, mitotic inhibition was also detected.
Most of the pyknotic cells were considered to be apoptotic cells judging from the results of TUNEL staining and electron
microscopic examination.  Commonly in the above-mentioned tissues, pyknotic cells began to increase at 24 HAT,
peaked at 36 or 48 HAT and disappeared at 96 HAT, which is when the histological picture returned to normal in most
tissues except for the brain, spinal cord and eyes.  The present study clarified the outline of busulfan-induced apoptosis
in rat fetuses.    (J Toxicol Pathol 2009; 22: 167–171)
Key words: busulfan, histopathology, pyknosis, fetal tissues, rat
Introduction
Busulfan is a bifunctional alkylating agent used for
treatment of chronic myeloid leukemia.  However, busulfan is
also known to have teratogenic and cytotoxic potential1, and
it has been reported that busulfan induces microencephaly,
microphthalmia, microtia, microrostellum, micrognathia,
microabdomen, and brachydactylia in a number of animal
species2–5.  Recently, Furukawa et al.3 examined in detail the
brain and eyes of rat  fetuses obtained from dams
administered 10 mg/kg/day of busulfan from gestation day
(GD) 12 to 14 and demonstrated that busulfan induces
apoptosis and mitotic inhibition in neuroepithelial cells of
the fetal brain and eyes.  They suggested that such extensive
apoptosis and mitotic inhibition might be related to the
induction of malformations in the brain and eyes.
Busulfan is easily absorbed; distributes to the spleen,
bone marrow, liver, kidneys and lungs; and rapidly
disappears from blood circulation in adults6–9.  In addition, it
has been reported that the main target of the cytotoxic effects
of busulfan is slowly proliferating or non-proliferating stem
cell  compartments in such t issues as the lungs10,
gastrointestinal tissues11, lymphoid tissues12,13, gonadal
tissues4 and neural tissues11 in humans and animals.
However, there are no available data on such stem cell
compartments in fetal tissues, and the whole area of
busulfan-induced fetotoxicity has not yet been fully
elucidated.
In the present study, as a first step to clarify the
histopathological nature of busulfan-induced fetotoxicity,
histopathological examinations were carried out on fetal
tissues obtained from dams exposed to busulfan on GD 13,
focusing on the distribution and sequence of pyknotic cells.
In addition, we attempted to compare busulfan-induced
central nervous system (CNS) lesions with other DNA-
damaging agents-induced lesions.  In this connection, GD 13
has been reported to be the most sensitive period of the rat
fetal CNS to DNA-damaging agents14–19.
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Materials and Methods
Animals
Forty-two pregnant Crl:CD (SD) rats on GD 10 were
obtained from Charles River Japan Inc. (Kanagawa, Japan).
The animals were housed individually in plastic cages in an
environmentally controlled room (temperature: 23 ± 3°C;
relative humidity: 55 ± 20%; ventilation rate: 10–15 times
per hour; and 12h/12h light /dark cycle) and fed a
commercial diet (CRF-1; Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo,
Japan) and tap water ad libitum.  The protocol of this study
was reviewed and approved by the Animal Care and Use
Committee of Bozo Research Center.
Chemical and dosage
Busulfan (Sigma, St. Louis, MO, USA) was suspended
with olive oil.  The dose (30 mg/kg) of busulfan used in the
present study was determined based on the results of a
preliminary study, in which dams were administered
intraperitoneally busulfan at a single dose of 10, 30 or 50
mg/kg on GD 13.
Experimental designs
Forty-two animals were equally divided into the control
and busulfan groups.  The animals of the busulfan group
were administered intraperitoneally 30 mg/kg of busulfan,
and those of the control group were administered
intraperitoneally 10 mL/kg of olive oil on GD 13.  Three
dams of each group were sacrificed by exsanguination from
the abdominal aorta under diethyl ether anesthesia at 6, 12,
24, 36, 48, 72 and 96 hours after busulfan-treatment (HAT),
respectively.  At necropsy, the body weights of dams and
fetuses and litter sizes were recorded.
Histopathology
All fetuses were weighed and fixed with 10%
phosphate-buffered formalin (pH 7.2).  A total of 10 fetuses
each of the control and busulfan groups were obtained
randomly from dams at each time-point (3 or 4 fetuses/dam).
Four-μm paraffin sections were stained with hematoxylin
and eosin (HE) and subjected to histopathological
examinations.
In situ detection of fragmented DNA
DNA fragmentation was examined by the terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP end labeling
(TUNEL) method, which was first proposed by Gavrieli et
al.20 and has been widely used for the detection of apoptotic
cells, using a commercial apoptosis detection kit (Chemicon
Inc.,  Gaithersburg, MD, USA).  In brief,  multiple
fragmentation DNA3’-OH ends on the section were labeled
with digoxigenin-dUTP in the presence of terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT).  Peroxidase-conjugated
anti-digoxigenin antibody was then reacted with the
sections.  Apoptotic nuclei were visualized by peroxidase-
diaminobenzidine (DAB) reaction.  The sections were then
counterstained with methyl green.
Electron microscopy
Small pieces of the telencephalic wall (2 fetuses each
from 2 dams of the control and busulfan groups) were
ob ta ined  a t  48  HAT.   They  were  f ixed  in  0 .5%
glutaraldehyde/1.5% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4), postfixed in 1% osmium tetroxide in the
same buffer and embedded in epoxy resin (Nissin EM Co.,
Ltd., Tokyo, Japan).  Ultrathin sections of the selected
blocks were double-stained with uranyl acetate and lead
citrate and observed under a JEM-100CXII electron
microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).
Statistical analysis
Numerical data were expressed as the Mean ± standard
deviation (SD).  For the numerical data, the homogeneity of
variance in the control and busulfan groups were analyzed
by the F test (level of significance: 5%, two-tailed), and the
homogeneous data were analyzed by the Student’s t-test
( level  of significance:  1%, two-tailed),  while the
heterogeneous data were analyzed by the Aspin-Welch t-test
(level of significance: 1%, two-tailed) for the group mean
difference between the control and busulfan groups.
Results
Mortality, bodyweights of dams and fetuses and litter
size
No deaths occurred in any dams of the control and
busulfan groups.  The body weights of the dams in the
busulfan group were reduced from 24 to 96 HAT compared
with those in the control group, but there were no significant
differences between the two groups (Fig. 1).  There were no
Fig. 1. Changes in the body weights of dams and litter size. :
Control group. : Busulfan group.  n: Number of dams.
Body weight is shown as the mean ± SD.
Ohira, Ando, Andoh et al. 169
differences in litter size between the control and busulfan
groups (Fig 1).  The fetal body weights of the busulfan group
were significantly reduced at 72 and 96 HAT compared with
those of the control group (Fig. 2).
Histopathological changes
In the busulfan group, pyknotic cells were observed
markedly in the brain (telencephalon, diencephalon,
mesencephalon and metencephalon), moderately in the eyes
(retina and lens) and spinal cord (dorsal layer) and mildly in
the mesenchymal cells of the craniofacial tissues, mandible,
limb buds and tail bud, dorsal root ganglions, epithelial cells
of the alimentary tract, lungs, kidneys and pancreas, and
hepatocytes and hematopoietic progenitor cells were
observed in the liver (Table 1 and Figs.3 and 4).  The
sequence of pyknotic cells was similar among the tissues
affected, and the pyknotic cells began to increase at 24 HAT,
peaked at 36 or 48 HAT and disappeared at 96 HAT (Table
1).  For example, in the telencephalic wall (Fig. 5), a few
pyknotic cells appeared mainly in the medial layer of the
ventricular zone (VZ) at 24 HAT.  At 36 HAT, pyknotic cells
drastically increased in number in all layers of the VZ except
for one or two cell layers facing the ventricle and in the
cortical plate (CP).  At 48 HAT, the density of neuroepithelial
cells was reduced due to disappearance of dead cells, leaving
irregular empty space in the VZ.  From 36 to 48 HAT, the
number of mitotic cells in the ventricular layer of the VZ was
reduced in the busulfan group compared with the control
group.  At 72 HAT, pyknotic cells decreased, but still
remained in the medial and dorsal layers of the VZ.  At 96
HAT, pyknotic cells were no longer observed.
At 96 HAT, the histological picture returned to normal
in most tissues except for the brain, spinal cord and eyes.  In
particular, the width of the VZ of the brain and dorsal layer
of the spinal cord and the retinal thickness and lenticular size
Fig. 2. Changes in fetal weights.  : Control group. : Busulfan
group.  Fetal weight is shown as the mean ± SD.  *p<0.01:
Significantly different from the control group.
Table 1. Distribution and Sequence of Pyknotic Cells in Rat Fetal Tissues Exposed to Busulfan
Control     0 mg/kg Busulfan    30 mg/kg
Hours after treatment 6 12 24 36 48 72 96 6 12 24 36 48 72 96
Central nervous system
Telencephalon – – – – – – – – – + +++ +++ ++ –
Diencephalon – – – – – – – – – + + ++ + –
Mesencephalon – – – – – – – – – + + ++ + –
Metencephalon – – – – – – – – – + ++ ++ ± –
Spinal cord – – – – – – – – – + ++ ++ ± –
Mesenchymal tissues – – – – – – – – – + + + ± –
Craniofacial – – – – – – – – – + + + ± –
Mandible – – – – – – – – – ± + + ± –
Limb buds – – – – – – – – – + + + ± –
Tail bud – – – – – – – – – ± + + ± –
Spinal ganglion – – – – – – – – – ± + ± ± –
Alimentary tract – – – – – – – – – ± + + ± –
Heart – – – – – – – – – – – – – –
Lungs – – – – – – – – – ± + + ± –
Kidneys – – – – – – – – – ± ± ± ± –
Pancreas – – – – – – – – – ± ± ± – –
Liver – – – – – – – – – ± + + – –
Hematopoietic cells in the liver – – – – – – – – – ± + + ± –
Eyes
Retina – – – – – – – – – + ++ ++ + –
Lens – – – – – – – – – – + + ± –
Codes: –, ±, +, ++ and +++ indicate almost absent, minimal, mild, moderate and marked, respectively.
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of the eyes were reduced in comparison with those of the
controls.
The nuclei of almost all of the pyknotic cells were
positively stained by the TUNEL method (Fig. 6).  Moreover,
in the electron microscopic examination, pyknotic cells
showed shrinkage of the cell body with nuclear chromatin
condensation, and some of the cells were fragmented into so-
called apoptotic bodies, which were frequently ingested by
adjacent cells and macrophages (Fig. 7).
Discussion
In the present study, the distribution and sequence of
pyknotic cells were examined in fetal tissues obtained from
dams intraperitoneally treated with 30 mg/kg of busulfan on
GD 13.
No deaths occurred in any dams and fetuses, and there
was no difference in litter size between the control and
busulfan groups.  However, compared with those of the
control group, the fetal weights of the busulfan group were
significantly reduced at 72 and 96 HAT.
The histopathological changes in the brain and eyes
roughly corresponded to those reported by Furukawa et al.3
Moreover, in the present study, pyknosis was also detected
in the component cells of the spinal cord, craniofacial tissue,
mandible, limb buds, tail bud, ganglion, alimentary tract,
lungs, kidneys, pancreas and liver.  Apart from their severity,
the sequence of pyknotic cells was similar among the above-
mentioned tissues.  Namely, pyknotic cells generally began
to increase at 24 HAT, peak at 36 or 48 HAT and
disappeared at 96 HAT, when the histological picture
returned to normal in most tissues except for the brain, spinal
cord and eyes, in which histopathological changes such as
reduction in size and cell density remained.  In the brain,
which was most severely damaged, a decrease in the number
of mitotic cells located in the ventricular layer of the VZ was
also detected.  This suggests that apoptosis and growth
inhibition of neuroepithelial cells occurred simultaneously in
the busulfan group as previous reported in rat and mouse
fetal brains exposed to other DNA damaging agents14–19, 21.
The difference in the severity of pyknosis of component cells
among the fetal tissues in the present study is considered to
reflect the difference in the stage of their development on the
day of busulfan exposure.
The nuclei of almost all of the above-mentioned
pyknotic cells were positively stained by the TUNEL
method.  Moreover, these pyknotic cells showed electron
microscopic characteristics of apoptotic cells.  Therefore, it
is reasonable to consider that these pyknotic cells were
apoptotic.  Thus, excessive apoptotic cell death induced in
the above-mentioned fetal tissues by busulfan may result in
induction of malformation in the corresponding tissues of
neonates as mentioned previously.
The induction of apoptotic cell death in the CNS has
also been reported for DNA-damaging agents such as 5-
a z ac y t i d i n e 1 6 , 2 2 ,  e t h y l n i t r o s o u r e a 1 4 ,  1 -β - D -
arabinofuranosylcytosine15, indole-3-acetic acid23,
etoposide17, 5-fluorouracil18, 6-mercaptopurine21 and
hydroxyurea19, suggesting that the fetal CNS might be
highly sensitive to genotoxic agents.  The histopathological
findings in the fetal CNS were essentially similar between
the present data on busulfan and those on the above-
mentioned chemicals.  However, the timing of the peak
apoptotic cell number was clearly delayed in the cases of
busulfan and 6-mercaptopurin21 than in the cases of other
chemicals, although the cause of this difference is still
unknown.
The detailed mechanisms of apoptotic cell death and
cell cycle arrest induced in the fetal brain are considered to
be different among DNA-damaging agents24–27.  In addition,
the exact mechanisms of busulfan-induced cytotoxicity in
the fetal CNS remains unclear.  The present results may
provide not only fundamental information about systemic
fetal tissue damage by busulfan but also a clue for
elucidating the exact mechanisms of busulfan-induced
cytotoxicity, especially in the fetal brain.
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Sequence
a  b  s  t  r  a  c  t
The  sequence  of neural  progenitor  cell  (NPC)  damage  induced  in fetal  rat  brain  by transplacental  expo-
sure  to  busulfan,  an  antineoplastic  bifunctional-alkylating  agent,  on  gestational  day  13  was  examined
by  immunohistochemical  and  real-time  RT-PCR  analyses.  Following  busulfan  treatment,  pyknotic  NPCs
ﬁrst  appeared  in the  medial  layer  and  then  extended  to the  dorsal  layer  of the ventricular  zone  (VZ)  of
the  telencephalon.  Pyknotic  NPCs  that  were  immunohistochemically  positive  for  cleaved  caspase-3,  i.e.
apoptotic  NPCs,  began  to increase  at  24  h  after  treatment,  peaked  at  48  h, and  returned  to  the control
levels  at  96  h. On  the other  hand,  the index  (%)  of phospho-histone  H3-positive  NPCs,  i.e. mitotic  NPCs,
and  that  of BrdU-positive  NPCs,  i.e. S-phase  cells,  decreased  in accordance  with  the  increase  in the  index
of  apoptotic  NPCs.  Prior  to  the  peak  time  of apoptotic  NPCs,  the indices  of  p53-  and  p21-positive  NPCs
peaked  at 36  h.  In  addition,  the  expression  levels  of  p21  and  Puma  (p53-target  genes)  mRNAs  were  ele-
vated  in  real-time  RT-PCR  analysis.  These  ﬁndings  indicated  that  busulfan  not only  induced  apoptosis
through  the  p53-mediated  intrinsic  pathway  but also inhibited  cell  proliferation  in NPCs,  resulting  in  a
reduction  of  the  width  of  the telencephalon.  On  the other  hand,  in  spite  of  up-regulation  of  p21  expres-
sion,  the  expression  of cyclin  D1, part of  the cell  cycle  machinery  of  the G1/S  transition,  and  the expression
levels  of Cdc20  and  cyclin  B1  which  are involved  in G2/M  transition,  showed  no  changes,  giving  no  possible
information  of  busulfan-induced  cell  cycle  arrest  in NPCs.
© 2012 Elsevier GmbH. All rights reserved.
1. Introduction
Busulfan is an alkylating agent and reacts with intracellular
nucleophiles and proteins, leading to DNA–DNA and DNA–protein
cross-links which cause DNA damage (Iwamoto et al., 2004;
Mertins et al., 2004; Probin et al., 2006; Valdez et al., 2010). Busul-
fan is used for the treatment of chronic myeloid leukemia and for
myeloablative-conditioning regimen before stem cell transplanta-
tion. On the other hand, busulfan has a teratogenic potential (Bishop
and Wassom, 1986) and induces microencephaly, microphthalmia,
microtia, microrostellum, micrognathia, microabdomen, brachy-
dactylia, polydactyly, syndactyly, and cleft hand or foot (Kasuga
and Takahashi, 1986; Nagai, 1972; Naruse et al., 2007; Otsuji et al.,
2005). The main target of the cytotoxic effects of busulfan is not only
proliferating cells but also slowly proliferating or non-proliferating
stem cell compartments in the lungs (Güreli et al., 1963), gas-
trointestinal tissues (Burns et al., 1970), lymphoid tissues (Asano
et al., 1963; Tange, 1974), gonadal tissues (Kasuga and Takahashi,
∗ Corresponding author. Tel.: +81 550 82 9914; fax: +81 550 82 9915.
E-mail address: tamura@bozo.co.jp (K. Tamura).
1986) and neural tissues (Burns et al., 1970) in human and
animals.
The developing brain of rats and mice on gestation day (GD)
12 and 13 are highly sensitive to many DNA-damaging agents
such as ethylnitrosourea (Katayama et al., 2001), 5-azacytidine
(Ueno et al., 2002), cytosine arabinoside (Yamauchi et al., 2004),
etoposide (Nam et al., 2006), hydroxyurea (Woo  et al., 2006),
6-mercaptopurine (Kanemitsu et al., 2009a) and 5-ﬂiorouracil
(Yamaguchi et al., 2009). It is well known that such DNA-damaging
agents induce excess apoptotic cell death and inhibit cell pro-
liferation in multi-potent neural progenitor cells (NPCs) in the
ventricular zone (VZ) of the developing brain. As to busulfan,
Furukawa et al. (2007) reported that rat fetuses exposed to busulfan
for 3 consecutive days from GD 12 developed apoptosis and inhi-
bition of proliferation in the brain and eyes, and Ohira et al. (2009)
reported that rat fetuses exposed to busulfan on GD 13 devel-
oped prominent apoptotic cell death in various tissues of the body,
especially in the brain, spinal cord and eyes. However, the precise
sequence of busulfan-induced damage in NPCs is still obscure.
This study was  carried out to further clarify the sequence in
the early phase of NPC damage in the fetal rat brain following
transplacental exposure to busulfan on GD 13 mainly by immuno-
histochemical and real-time RT-PCR analyses.
0940-2993/$ – see front matter ©  2012 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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2. Materials and methods
2.1. Animals
Thirty-six female Sprague-Dawley strain [Crl:CD(SD)] rats were
obtained from Charles River Japan Inc. (Atsugi Breeding Center,
Kanagawa, Japan) on gestation day (GD) 7. Animals were housed
individually in plastic Econ cages (W 340 mm × D 450 mm  × H
185 mm)  with bedding (White ﬂakes: Charles River Japan, Inc.,
Kanagawa, Japan) in an environmentally controlled room (temper-
ature 23 ± 3 ◦C; relative humidity: 50 ± 20%; air ventilation rate of
10–15 times per hour, and 12 h/12 h light/dark cycle), and fed a
pelleted diet NMF  (irradiation-sterilized, Oriental Yeast Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) and tap water ad libitum. The protocol of this study
was reviewed and approved by the Animal Care and Use Committee
of Bozo Research Center Inc.
2.2. Experimental design
A total of 36 dams were equally divided into the control and
busulfan groups. Animals of the busulfan group were adminis-
tered intraperitoneally with 30 mg/kg of busulfan (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,  USA) on GD13. The dose of busulfan was determined
as 30 mg/kg based on the results of our preliminary study. In that
study, death of NPCs was slight in the 10 mg/kg group, moderate
in the 30 mg/kg group and too severe, with fetal deaths, in the
50 mg/kg group. The control group received 10 mL/kg of olive oil. In
addition, dams were injected with 20 mg/kg of BrdU at 1 h before
sacriﬁce for analysis of proliferative activity of NPCs.
Three dams each of the busulfan and control groups were
sacriﬁced by exsanguination from the abdominal aorta under
diethyl ether anesthesia at 12, 24, 36, 48, 72 and 96 h after treat-
ment, respectively, and all fetuses were dissected and weighed.
For histopathological examination, the fetuses were ﬁxed in 10%
neutral-buffered formalin except for fetuses for real time RT-PCR
analysis, which is described later, and 2-m parafﬁn sections were
stained with hematoxylin and eosin (HE). Some of them were
also subjected to immunohistochemical examination and termi-
nal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling
(TUNEL) method as mentioned below.
2.3. Immunohistochemistry
The brains from 9 fetuses per group per each time point, which
consisted of 3 fetuses randomly selected per dam per group at each
time point (a total of 3 dams) were used. Immunohistochemical
detection of p53 protein was performed using TSA Biotin System
kit (PerkinElmer, Boston, MA,  USA). Deparafﬁnized sections were
immersed in 10 mM citrate buffer, pH 6.0, and were autoclaved at
121 ◦C for 15 min. Endogenous peroxidase activity was  quenched
by immersing the sections in 0.3% H2O2 in methanol for 30 min.
The sections were incubated with TNB blocking buffer at room
temperature for 30 min. The sections were then exposed to rab-
bit anti-p53 polyclonal antibody (1:500; Santa Cruz, CA, USA) in
TNB buffer at 4 ◦C overnight. The sections were further incubated
with biotinylated antibody against rabbit IgG (Dako Japan, Kyoto,
Japan) for 40 min, with streptavidin-horseradish peroxidase in TNB
buffer for 40 min  and with biotinyl tyramide ampliﬁcation reagent
at room temperature for 5 min.
For immunohistochemistry of p21, cleaved caspase-3 and
phospho-histone H3, sections were reacted with mouse anti-
p21WAF1/Cip1 monoclonal antibody (1:100, Dako Japan), rabbit
anti-cleaved caspase-3 polyclonal antibody (1:200, Cell Signaling
Technology, Beverly, MA,  USA) and rabbit anti-phospho-histone
H3 polyclonal antibody (1:150, Cell Signaling Technology), respec-
tively, at 4 ◦C overnight after the above-mentioned pretreatment.
Then, the sections were reacted with Envision+kit (Dako Japan)
at room temperature for 40 min. For detection of BrdU positive
cells, sections were incubated with 2 N HCl at room temperature
for 30 min  and then with 0.05% protease (Protease type XXIV,
Sigma Aldrich Japan, Tokyo, Japan) at room temperature for 5 min.
Endogenous peroxidase activity was  quenched by immersing the
sections in 0.3% H2O2 in methanol for 30 min. Thereafter, the
sections were exposed to mouse anti-BrdU monoclonal antibody
(1:100, Dako Japan) at room temperature for 1 h and then to
Envision+kit (Dako Japan) at room temperature for 40 min. These
sections were visualized by peroxidase-diaminobenzidine (DAB,
Dojindo laboratories, Kumamoto, Japan) reaction and then coun-
terstained with methylgreen.
The number of p53-positive NPCs in the VZ of the telencephalon
was counted on one immunostained section per fetus in 3 randomly
selected fetuses per dam, a total of 3 dams per group at each time
point. A total of 500 NPCs were counted for each fetus. In addition,
the number of immunopositive cells for p21, cleaved caspase-3,
phospho-histone H3 or BrdU was  also counted in the same way.
The index (%) of the positive NPCs (immunohistochemical labeling
index; IHC-index) was  represented as the mean ± standard devia-
tion (S.D.).
Statistical analysis was  carried out by Student’s t-test. For all
comparisons, p-values less than 5% (p < 0.05) and 1% (p < 0.01) were
considered statistically signiﬁcant.
2.4. TUNEL method
The brains from 3 randomly selected fetuses per dam in each
group at each time point were subjected to the detection of
DNA-fragmented NPCs by the TUNEL method using a commer-
cial apoptosis detection kit (Chemicon Inc., Gaithersburg, MD,
USA). The TUNEL method was ﬁrst proposed by Gavrieli et al.
(1992) and has been widely used for the detection of apop-
totic cells. In brief, multiple fragmentations DNA 3′-OH ends on
the section were labeled with digoxigenin–dUTP in the presence
of terminal deoxynucleotidyl transferase. Peroxidase-conjugated
anti-digoxigenin antibody was  then added to the sections. Apop-
totic nuclei were visualized by DAB reaction. The sections were then
counterstained with methylgreen.
2.5. Real-time RT-PCR analysis
For real-time RT-PCR analysis, 5 fetal telencephalons were ran-
domly acquired from a dam at each time point (12, 24, 36, 48
and 72 h) in both the busulfan and the control groups, and stored
at −80 ◦C until RNA extraction. Total RNA was extracted with an
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Tokyo, Japan). First-strand cDNA was
then synthesized from the total RNA by reverse transcription, using
Taqman® Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). For real-time RT-PCR, the reaction mixture con-
taining Power SYBR® Green PCR Master Mix  (Applied Biosystems),
sense and antisense primers, and the cDNA samples were preheated
at 95 ◦C for 10 min, and then underwent 40 cycles of ampliﬁcation
(denaturation at 95 ◦C for 15 s, annealing and extension at 60 ◦C for
60 s) by using the StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Oligonucleotide primer sets used for RT-PCR were as
follows:
Puma, sense 5′-ACCTCAACGCGCAGTACGAG-3′ and antisense 5′-
GGTGTCGATGTTGCTCTTCTTG-3′;
Cdc20, sense 5′-AGGAGGTACCAGTGACCGACA-3′ and antisense 5′-
ACCAGAGGATGGAGCACACC-3′;
Cyclin B1 sense -5′CAGAGGTGGAACTGGATGA-3′ and antisense 5′-
GGGCTTGGAGAGGGAGTATCA-3′;
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Fig. 1. Representative appearances of telencephalic wall of rat fetuses at 36 h after busulfan treatment. (a) Many mitotic NPCs along the ventricular surface with few pyknotic
NPCs  in the control group. (b) A small number of mitotic NPCs along the ventricular surface with many pyknotic NPCs mainly in the medial and dorsal layers in the busulfan
group. (c) TUNEL-positive NPCs in the busulfan group. (d) Cleaved caspase-3-positive NPCs in the busulfan group. (a and b) HE stain, bar = 50 m; (c and d) Immunostaining,
bar  = 50 m.
p21cip1, sense 5′-CACGGCTCAGTGGACCAGAA-3′ and antisense 5′-
ACTGGAGCTGCCTGAGGTAGGA-3′;
Cyclin D1,  sense 5′-CTAATGTAAAGCCAGCCGCAATG-3′ and
antisense 5′-TGGACACAGCAGCCCTCAAG-3′; and glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), as an internal standard,
sense 5′-CCTGCACCACCAACTGCTTAG-3′ and antisense 5′-
CATGGACTGTGGTCATGAGCC-3′.
Expression levels of Puma, Cdc20,  Cyclin B1,  p21cip1 and Cyclin D1
mRNAs were normalized to the internal standard GAPDH,  and the
fold changes relative to the control group values at 12–72 h were
represented as the mean ± S.D. of three dams. Statistical analysis
was carried out by unpaired Student’s t-test. For all comparisons,
p-values less than 5% (p < 0.05) and 1% (p < 0.01) were considered
statistically signiﬁcant.
3. Results
3.1. Histopathological ﬁndings
In the control group, pyknotic NPCs with nuclear condensation
or karyorrhexis were rarely observed in the VZ of the telencephalon
throughout the experimental period (Fig. 1a).
In the busulfan group, pyknotic NPCs appeared in the medial
layer of the VZ at 24 h, drastically increased not only in the medial
layer but also in the dorsal layers at 36 h (Fig. 1b), and peaked at 48 h.
At 36 and 48 h, a small number of pyknotic cells were also observed
in the ventral layer. Thereafter, the number of pyknotic NPCs grad-
ually decreased and returned to the control level at 96 h. However,
the density of NPCs in the VZ decreased, resulting in the reduction
of the width of the telencephalon. Most of the pyknotic NPCs were
positively stained by the TUNEL method (Fig. 1c), and also they were
immunohistochemically positive for cleaved caspase-3 (Fig. 1d).
On the other hand, as compared with the mitotic NPCs in
the control group (Fig. 1a), the number of mitotic NPCs located
along the ventral layer of the VZ decreased in accordance with the
increase in the number of pyknotic NPCs (Fig. 1b).
3.2. IHC-index analysis
Results of labeling indices for various immunohistochemical
analyses were shown in Table 1 and Fig. 2. Cleaved caspase-3-
positive NPCs were rarely seen in the control group throughout the
experimental period (Fig. 3a). In the busulfan group, as shown in
Fig. 2a, the index of cleaved caspase-3-positive NPCs in the VZ began
to increase at 24 h, drastically increased at 36 h (Fig. 3d), peaked at
48 h, and then decreased toward 96 h.
In the control group, a few p53-positive NPCs were detected in
the VZ throughout the experimental period (Fig. 3b). On the other
hand, as shown in Fig. 2b, the index of p53-positive NPCs in the VZ
began to increase at 12 h, drastically increased at 24 h, peaked at
36 h (Fig. 3e) prior to the peak of pyknotic or cleaved caspase-3-
postive NPCs, and then returned to the control level at 96 h in the
busulfan group. In addition, as shown in Fig. 2c, the index of p21-
positive NPCs (Fig. 3c and f) showed a similar time-course change
to that of p53-positive NPCs.
As compared with the control group (Fig. 4a and b), the indices
of phospho-histone H3-positive NPCs (Fig. 4c) and BrdU-positive
NPCs (Fig. 4d) decreased at 24 h and reached the lowest levels
at 48 h. At 96 h following busulfan treatment, there were no dif-
ferences in the indices between the busulfan and control groups
(Fig. 2d and e).
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3.3. Findings of real-time RT-PCR analysis
The expression levels of Cdc20,  Cyclin B1,  Cyclin D1,  Puma and
p21cip1 mRNAs were measured by using real-time RT-PCR. Among
them, the expression levels of Puma and p21 mRNAs (Fig. 5) signif-
icantly increased from 36 to 72 h. On the other hand, no signiﬁcant
differences were found between the busulfan and the control
groups in the expression levels of Cdc20,  Cyclin B1 and Cyclin D1
mRNAs throughout the experimental period.
4. Discussion
In the present study, the sequence of busulfan-induced NPC
damage was examined in the fetal rat brain mainly by immuno-
histochemical and real-time RT-PCR analyses.
In the busulfan group, pyknotic NPCs ﬁrst appeared in the mid-
dle layer and then extended to the dorsal layer of the VZ. The
number of pyknotic NPCs began to increase at 24 h and peaked at
48 h. Most of the nuclei of pyknotic NPCs were stained positively
by the TUNEL method. In addition, in our previous morphological
study on the fetal brain obtained from dams exposed to busul-
fan, we showed that such pyknotic NPCs had electron microscopic
characteristics of apoptotic cells (Ohira et al., 2009). Moreover, the
time-course change in the index of NPCs immunohistochemically
positive for cleaved caspase-3, a marker of apoptosis, corresponded
well to that of the above-mentioned pyknotic cells. Therefore,
pyknotic NPCs observed in this study were considered to be apop-
totic cells. On the other hand, the indices of phospho-histone
H3-positive NPCs, i.e. mitotic NPCs, and the BrdU-positive NPCs,
i.e. S-phase cells, decreased in accordance with the increase in
apoptotic NPCs, indicating that busulfan not only induced apoptosis
Fig. 2. Time-course changes in the immunohistochemical labeling indices (%) of cleaved caspase-3-positive NPCs (a), p53-positive NPCs (b), p21-positive NPCs (c), phosphor-
histone H3-positive NPCs (d), and BrdU-positive NPCs (e) in the control group (♦) and busulfan group (). Signiﬁcantly different from the control group at p < 0.05 (*) and
p  < 0.01 (**) in Student’s t-test.
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Table 1
Time-course-changes of labeling indices for various immunohistochemical analysis of the fetal rat brain after busulfan treatment.
Group Hours after treatment
12 24 36 48 72 96
Cleaved caspase-3
Control 0.02 ± 0.06 0.05 ± 0.09 0.05 ± 0.09 0.11 ± 0.10 0.07 ± 0.10 0.03 ± 0.08
Busulfan  0.19 ± 0.12 12.84 ± 1.13** 46.44 ± 2.17** 58.60 ± 3.48** 20.04 ± 1.87** 0.13 ± 0.12*
p53
Control 0.07 ± 0.14 0.04 ± 0.08 0.02 ± 0.06 0.02 ± 0.06 0.07 ± 0.10 0.08 ± 0.10
Busulfan  0.07 ± 0.27* 9.98 ± 1.31** 14.18 ± 1.34** 10.29 ± 0.89** 3.44 ± 0.57** 0.09 ± 0.10
p21
Control  0.06 ± 0.13 0.02 ± 0.06 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.06
Busulfan  0.06 ± 0.13 7.50 ± 0.88** 21.56 ± 2.45** 7.95 ± 1.43** 2.47 ± 0.25** 0.13 ± 0.12**
BrdU
Control 58.27 ± 2.37 56.89 ± 1.88 56.54 ± 1.40 52.04 ± 1.75 26.84 ± 1.58 14.62 ± 1.27
Busulfan  58.20 ± 2.50 43.64 ± 2.50** 19.98 ± 4.15** 12.48 ± 2.26** 13.96 ± 2.00** 13.29 ± 1.64
Phospho-histone H3
Control 5.96 ± 0.40 5.69 ± 0.44 5.20 ± 0.37 5.04 ± 0.44 4.29 ± 0.27 2.29 ± 0.24
Busulfan  5.63 ± 0.43 4.25 ± ± 0.30** 2.85 ± 0.40** 2.10 ± 0.44** 2.67 ± 0.38** 2.12 ± 0.22
Note: values represent the mean ± standard deviation.
* p < 0.05, signiﬁcantly different from control.
** p < 0.01, signiﬁcantly different from control.
but also inhibited cell proliferation in NPCs, resulting in reduction
of the width of the telencephalon.
The time-course change in NPC apoptosis following busulfan-
treatment was similar to that following 6-mercaptopurine-
treatment (Kanemitsu et al., 2009c) but different from that
following the treatment with ethylnitrosourea (Katayama et al.,
2001), hydroxyurea (Woo  et al., 2006), 5-azacytidine (Ueno et al.,
2002), cytosine arabinoside (Yamauchi et al., 2004) or etoposide
(Nam et al., 2006). In these cases, the number of apoptotic NPCs
peaked earlier at 9–12 h. There is also a report that the radi-
ation brought the index level to peak level at 3–5 h following
(Borovitskaya et al., 1996). Such differences in the sequence of NPC
apoptosis may  reﬂect the differences in pharmacokinetics, mech-
anisms of DNA damage, pathways involved in apoptosis and/or
phases of cell cycle arrest among these DNA-damaging agents
(Katayama et al., 2002; Yamauchi et al., 2004).
The index of NPCs positive for p53 began to increase signiﬁcantly
at 12 h and peaked at 36 h, prior to the peak time of the index of
apoptotic NPCs at 48 h. In this context, it is well known that p53 pro-
tein increases in response to DNA damage and plays a crucial role in
DNA repair, cell cycle arrest or apoptosis (Brill et al., 1999; Ko and
Prives, 1996; Lakin and Jackson, 1999; May  and May, 1999; Taylor
et al., 1999). Therefore, it is reasonable to consider that busulfan
probably induces NPC apoptosis in a p53-related manner.
Real-time RT-PCR analysis revealed that the expression levels
of p21cip1 and Puma mRNAs signiﬁcantly increased from 36 to 72 h,
whereas there were no changes in the expression levels of Cdc20,
Cyclin B1 and Cyclin D1 mRNAs. It is said that p21, a downstream
Fig. 3. Immunohistochemical ﬁndings of telencephalic wall of rat fetuses at 36 h after busulfan treatment in the control group (a–c) and the busulfan group (d–f). (a and d)
Cleaved caspase-3; (b and e) p53; (c and f) p21. Immunostaining, bar = 50 m.
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Fig. 4. Immunohistochemical ﬁndings of telencephalic wall of rat fetuses at 36 h after busulfan treatment in the control group (a and b) and the busulfan group (c and d). (a
and  c) Phospho-histone H3; (b and d) BrdU. Immunostaining, bar = 50 m.
target of p53, inhibits cyclin-dependent kinases and blocks the
progression of G1/S transition (Dulic et al., 1994; Polyak et al., 1996;
Meng et al., 2004; Yang et al., 2009; Wang et al., 2010). Puma, one
of the p53 targets, promotes apoptosis through the p53-dependent
intrinsic pathway (Vousden and Lu, 2002; Yamauchi et al., 2007),
Cyclin D1 is involved in the regulation of G1/S transition (Sherr and
Roberts, 1999), and Cdc20 and Cyclin B1 regulate G2/M transition
(Ueno et al., 2006).
It is reported that apoptosis occurs through either intrinsic or
extrinsic pathways (Danial and Korsmeyer, 2004; Matsui et al.,
2000; Tsujimoto, 2003; Yamauchi et al., 2007; Yu et al., 2001).
In the intrinsic pathway, pro-apoptotic bcl-2 family proteins such
as Puma, which localize in the mitochondrial membrane, induce
cytochrome c release, leading to the activation of caspase-9 pro-
tein and then resulting in the activation of effector caspases such as
caspase-3 (Kanemitsu et al., 2009b; Yamauchi et al., 2007). In addi-
tion, p53 is said to transactivate apoptosis-related genes including
Bax (Selvakumaran et al., 1994), Fas (Müller et al., 1998), Puma
(Jeffers et al., 2003) and Noxa (Oda et al., 2000). Although the
expression levels of Bax, Noxa and Fas mRNAs were not examined
in the present study, the elevation of Puma mRNA levels and
the increase in the index of NPCs positive for caspase-3 protein
were almost concomitantly observed. These ﬁndings suggest that
busulfan-induced NPC apoptosis is probably be induced through
the intrinsic mitochondrial pathway.
It is reported that cell cycle arrest or cell cycle perturbation
is induced in the developing brain of mice and rats following
treatment with DNA-damaging agents such as ethylnitrosourea (S-
phase accumulation) (Katayama et al., 2005), hydroxyurea (G1/S
and G2/M arrest) (Woo  et al., 2006), 5-azacytidine (G2 and M arrest
through abnormal G2/M regulation) (Ueno et al., 2006), cytosine
arabinoside (S arrest) (Yamauchi et al., 2004), 6-mercaptopurine
(S-phase accumulation and G2/M arrest) (Kanemitsu et al., 2009b)
and etoposide (S-phase accumulation and G2/M arrest) (Nam et al.,
2010).
As mentioned above, busulfan is considered to induce alkylation
of intracellular nucleophiles, which may  act on the cells at any stage
of the cell cycle (Buggia et al., 1994), resulting in G1  arrest in murine
male germ cells (Choi et al., 2004) and G2 arrest in various types
of myeloid cells (Hassan et al., 2001; Valdez et al., 2008, 2010) and
Fig. 5. Expression levels of Puma and p21cip1 mRNAs measured by real-time RT-PCR in the control group () and the busulfan group (). Signiﬁcantly different from the
control  group at p < 0.05 (*) and p < 0.01 (**) in Student’s t-test.
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ECV 304 cells (Ritter et al., 2002). To date, there is however no reli-
able information of busulfan-induced cell cycle arrest in NPCs. In
the present study, the expression of p21 in NPCs following busul-
fan treatment was signiﬁcantly elevated at both protein and mRNA
levels almost in accordance with the increase in p53-positive NPCs.
As mentioned above, it is said that p21 blocks G1/S transition and
is able to induce G2/M arrest through inactivation of cyclin B-Cdc2
complex which is involved in G2/M progression (Nam et al., 2010).
However, the expression levels of mRNAs of cdc20 and cyclin B1 as
well as of cyclin D1, part of the cell cycle machinery of the G1/S tran-
sition, showed no changes. Therefore, it is obscure at which phases
busulfan arrests the cell cycle in the fetal rat telencephalon, and the
precise role of p21 in busulfan-induced NPC damage is not clear,
and the precise role of p21 in the busulfan-induced cell cycle arrest
in NPCs is also not clear. Further investigations should be done to
clarify the phases and mechanisms of busulfan-induced cell cycle
arrest in NPCs in the fetal brain.
In conclusion, this study clariﬁed histologically and immuno-
histochemically the time-course-changes in busulfan-induced
damage in NPCs, i.e. drastically enhancing apoptosis and inhibition
of proliferative activity, in the fetal rat brain. This study also showed
by immunohistochemical and real-time RT-PCR analyses that the
p53-mediated intrinsic mitochondrial pathway was involved in
the busulfan-induced NPC apoptosis, but it could not give possible
information of busulfan-induced cell cycle arrest in NPCs.
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Systemic Histopathology of Infant Rats Exposed to Busulfan
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Abstract: Busulfan is an antineoplastic bifunctional alkylating agent. We previously reported the busulfan-induced systemic histo-
pathological changes in fetal rats and the sequence of brain lesions in fetal and infant rats. In the present study, in order to clarify the 
nature and sequence of busulfan-induced systemic histopathological changes in infant rats, 6-day-old male infant rats were subcutane-
ously administered 20 mg/kg of busulfan and histopathologically examined at 1, 2, 4, 7 and 14 days after treatment (DAT). As a result, 
histopathological changes characterized by pyknosis of component cells were observed in the heart, lungs, stomach, intestines, liver, 
kidneys, testes, epididymides, hematopoietic and lymphoid tissues, dorsal skin and femur as well as in the brain and eyes (data not 
shown in this paper). Such pyknosis transiently appeared until 7 DAT with prominence at 2 and/or 4 DAT in each tissue, except for the 
thymus, in which pyknosis peaked at 1 DAT. Most of the pyknotic nuclei were immunohistochemically positive for cleaved caspase-3, 
indicating that pyknotic cells were apoptotic. Different from the reports of fetal and adult rats, apoptosis was also found in cardiomyo-
cytes and osteoblasts in infant rats. (DOI: 10.1293/tox.2013-0043; J Toxicol Pathol 2014; 27: 25–29)
Key words: busulfan, systemic histopathology, apoptosis, infant rat
Introduction
Busulfan, a bifunctional alkylating agent, has been 
used for the treatment of chronic myeloid leukemia and for 
myeloablative-conditioning regimens before stem cell trans-
plantation. In children, there are several reports of diverse 
effects of busulfan treatment such as pulmonary fibrosis and 
acute clinical neurotoxicity (spasm)1–3.
Busulfan has teratogenic and cytotoxic potentials4, and 
it is reported that rat fetuses exposed to busulfan developed 
microencephaly and microphthalmia5. Our previous stud-
ies clarified the systemic histopathological changes6 and the 
sequence of the central nervous system (CNS) lesions char-
acterized by neural progenitor cell apoptosis7 in rat fetuses 
transplacentally exposed to busulfan on gestation day 13. 
It is also reported that busulfan induces histopathological 
changes in the lungs8–11 in adult humans and in gastrointes-
tinal tissues12, lymphoid tissues13 and gonadal tissues14–18 in 
adult rats. On the other hand, there are few reports of sys-
temic histopathological changes in infant animals induced 
by busulfan except for our previous report of busulfan-in-
duced CNS lesions in infant rats19.
In the present study, we examined the busulfan-induced 
systemic histopathological changes in infant rats mainly 
from the viewpoints of the distribution and sequence of pyk-
nosis of component cells, except for brain19 and eye lesions, 
which will be described elsewhere in the near future.
Materials and Methods
Animals
Male newborn rats were obtained in our laboratory by 
mating females with males of the same colony of specific 
pathogen-free rats of the Sprague-Dawley strain purchased 
from Charles River Laboratories Japan, Inc. (Kanagawa, Ja-
pan). One foster mother with 8 male newborns were housed 
together in plastic Econ cages (W 340 mm × D 450 mm × H 
185 mm) with bedding (White flakes: Charles River Labora-
tories Japan, Inc.) in an environmentally controlled animal 
room (temperature, 23 ± 3ºC; relative humidity, 50 ± 20%; 
air ventilation rate, 10–15 times per hour; lighting, 12 h/12 
h light/dark cycle) and fed an irradiation-sterilized pelleted 
diet (NMF, Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan) and tap 
water ad libitum. Finally, a total of fifty 6-day-old male rats 
were subjected to the experiment. The protocol of this study 
was reviewed and approved by the Animal Care and Use 
Committee of BoZo Research Center.
Experimental designs
Busulfan was obtained from Sigma Chemicals (St. 
Louis, MO, USA) and was suspended with olive oil.
Fifty 6-day-old male rats were equally divided into the 
control and busulfan groups. The animals of the busulfan 
group were subcutaneously administered 20 mg/kg (10 mL/
kg body weight) of busulfan, and those of the control group 
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were subcutaneously administered 10 mL/kg of olive oil, re-
spectively. The dose of busulfan was decided based on the 
results of our preliminary study. Five animals each of the 
busulfan and control groups were euthanized at 1, 2, 4, 7 and 
14 days after treatment (DAT), respectively. At necropsy, 
all organs and tissues were collected from each animal for 
histopathological examination.
Histopathology and immunohistochemistry for 
cleaved caspase-3
Collected organs and tissues were fixed with 10% neu-
tral buffered formalin. After fixation, the femur was decalci-
fied in formic acid solution. Four-µm paraffin sections were 
stained with hematoxylin and eosin (HE) and subjected to 
histopathological examination.
Some of the paraffin sections were also subjected to 
immunohistochemical examination for cleaved caspase-3. 
In brief, sections were reacted with rabbit anti-cleaved cas-
pase-3 polyclonal antibody (1:200, Cell Signaling Technolo-
gy, Beverly, MA, USA) at 4ºC overnight after pretreatment. 
Then, the sections were reacted with an EnVision+kit (Dako 
Japan) at room temperature for 40 min. These sections were 
visualized by peroxidase-diaminobenzidine (DAB, Dojindo 
Laboratories, Kumamoto, Japan) reaction and then counter-
stained with hematoxylin.
Histopathological examination was performed on tis-
sues such as the heart, lungs, stomach, intestines, liver, pan-
creas, kidneys, testes, epididymides, thymus, spleen, mes-
enteric lymph node, bone marrow, skin (dorsal) and bone 
(femur) based on the results of our preliminary study.
Results
No deaths occurred in any group until 7 DAT. There-
after, one animal died with severe myelosuppression at 13 
DAT in the busulfan group.
In the control group, there were no histopathological 
changes observed in any tissues. On the other hand, in the 
busulfan group, histopathological changes mainly charac-
terized by pyknosis of component cells were observed in 
many tissues as listed in Table 1. Histopathological changes 
other than pyknosis are shown in Table 2. Histopathological 
changes were also detected in the brain and eyes, but their 
data were excluded from the present paper as mentioned 
above.
In the cardiopulmonary system, pyknosis was ob-
served in a small number of cardiomyocytes (Fig. 1a) and 
alveolar and terminal bronchiolar epithelial cells at 2 and 4 
DAT (Fig. 1b). In the digestive system, pyknosis was found 
in a small number of hematopoietic cells in the liver at 2 
DAT, glandular epithelial cells in the stomach (Fig. 1c) from 
1 to 7 DAT, and crypt epithelial cells in the intestines from 1 
to 4 DAT. Hematopoietic cells in the liver mildly decreased 
from 4 to 14 DAT, and glandular epithelial cells in the stom-
ach showed vacuolation at 4 DAT.
In the urogenital system, pyknosis was found in a small 
number of proximal and distal tubule epithelial cells in the 
kidneys (Fig. 1d) at 2 and 4 DAT. Pyknotic changes in sper-
matogonia started at 1 DAT and became moderate at 2 and 
4 DAT in the testes (Fig. 1e). Thereafter, seminiferous tu-
bules showed atrophy with depletion of germ cells at 7 and 
14 DAT, at which point only Sertoli cells were left in the 
germinal epithelium of markedly atrophied seminiferous tu-
bules (Fig. 1f). Pyknosis was also found in a small number 
of epithelial cells in the epididymides from 2 to 7 DAT.
In the hematopoietic and lymphoid system, the thymus 
showed moderate cortical atrophy at 2 and 4 DAT following 
moderate or mild pyknotic changes in cortical lymphocytes 
at 1 and 2 DAT (Fig. 1g). Similar but less severe changes 
were observed in mesenteric lymph nodes at 4 and 7 DAT. 
In the spleen, a minimal or mild decrease in the number of 
hematopoietic cells was detected from 2 to 14 DAT. In the 
bone marrow, mild or moderate pyknotic changes of hema-
topoietic cells were found from 1 to 7 DAT. A decrease in 
the number of hematopoietic cells with fat cell infiltration 
started at 2 DAT, progressed thereafter and became promi-
nent at 14 DAT (Fig. 1h). In the other tissues, pyknosis was 
found in a small number of hair follicle epithelial cells (Fig. 
1i) in the dorsal skin and osteoblasts (Fig. 1j) in the femur at 
2 and 4 DAT. Most of the pyknotic nuclei were immunohis-
tochemically positive for cleaved caspase-3 (Fig. 1e, inset), 
indicating that pyknotic cells were apoptotic.
Discussion
In the present study, we examined the nature and se-
quence of systemic histopathological changes observed in 
infant rats exposed to busulfan (20 mg/kg) at 6 days of age. 
As mentioned above, those in the CNS have been previously 
reported19, and those in the eyes will be published elsewhere 
in the near future.
Pyknosis of component cells was detected in many tis-
sues (Table 1). Among them, the thymus was moderately 
affected by pyknosis at 1 DAT, and the bone marrow and 
testes were moderately affected by pyknosis at 2 and 4 DAT. 
Most of the pyknotic nuclei were immunohistochemically 
positive for cleaved caspase-3. This strongly indicates that 
pyknotic cells are apoptotic. In addition, moderate cortical 
atrophy was observed simultaneously with moderate pyk-
nosis of cortical lymphocytes in the thymus, a moderate 
to marked decrease in the number of hematopoietic cells 
with infiltration of fat cells was found from 4 to 14 DAT 
in the bone marrow, and moderate or marked atrophy due 
to depletion of germ cells developed at 7 and 14 DAT in 
the testes. Thus, histopathological changes remained until 
14 DAT in the bone marrow and testes, and whether or not 
the rats could recover from such lesions in the bone marrow 
and testes thereafter was not clear in the present study. On 
the other hand, histopathological changes observed in tis-
sues other than the bone marrow and testes were considered 
to be transient in nature.
Although there were no reports of cardiac lesions in fe-
tal6 or adult rats12 following exposure to busulfan, apoptosis 
of cardiomyocytes was detected in infant rats in the pres-
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ent study, suggesting a susceptibility of the infant rat heart 
to busulfan. Regarding pulmonary lesions, it has been re-
ported in humans that long-term and/or high-dose busulfan 
therapy brought about such pulmonary lesions as broncho-
pulmonary dysplasia and diffuse interstitial pulmonary fi-
brosis in adults9–11 and children1,2. These lesions are known 
as “busulfan lungs.” In the lungs of fetal6 and infant rats, 
only transient apoptotic changes were detected in alveolar 
and terminal bronchiolar epithelial cells.
With regard to histopathological changes in the gastro-
intestinal tissues, apoptotic changes were common in fetal6 
and infant rats. Namely, they were milder in the intestine 
than in the stomach in fetal and infant rats, while they were 
reported to be milder in the stomach than in the intestine 
Table 1. Distribution and Sequence of Pyknotic Cells in Rat Infant Tissues Exposed to Busulfan
Dose of busulfan 0 mg/kg 20 mg/kg
Days after treatment 1 2 4 7 14 1 2 4 7 14
No. of animals examined 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
Heart
Cardiomyocytes – – – – – – ± ± – –
Lungs
Epithelial cells of alveoli or terminal bronchioles – – – – – – ± ± – –
Stomach
Glandular epithelial cells – – – – – ± + + ± –
Intestines
Crypt cells – – – – – ± ± ± – –
Liver
Hematopoietic cells – – – – – – ± – – –
Kidneys
Tubular cells – – – – – – ± ± – –
Testes
Spermatogonia – – – – – ± ++ ++ ± –
Epididymides
Epithelial cells – – – – – – + + ± –
Thymus
Lymphocytes of the cortex – – – – – ++ + – – –
Mesenteric lymph node
Lymphocytes of the cortex – – – – – – – + – –
Bone marrow
Hematopoietic cells – – – – – + ++ ++ + –
Skin (dorsal)
Epithelial cells of hair follicles – – – – – – ± ± – –
Bone (femur)
Osteoblasts – – – – – – ± ± – –
No. of pyknotic cells/No. of cells counted: –, almost absent; ±, minimal <25%; +, mild 25%–50%; ++, moderate 50%–75%; +++, 
marked >75%.
Table 2. Summary of the Histopathological Findings for Rat Infant Tissues Exposed to Busulfan
Dose of busulfan 0 mg/kg 20 mg/kg
Days after treatment 1 2 4 7 14 1 2 4 7 14
No. of animals examined 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
Stomach
Vacuolation of glandular epithelial cells – – – – – – – + – –
Liver
Decreased hematopoietic cells – – – – – – – + + +
Testes
Atrophy with depletion of germ cells – – – – – – – – ++ +++
Thymus
Atrophy of the cortex – – – – – – ++ ++ – –
Mesenteric lymph node
Atrophy of the cortex – – – – – – – ± + –
Spleen
Decreased hematopoietic cells – – – – – – + + + ±
Bone marrow
Decreased hematopoietic cells with fat cells infiltration – – – – – – + ++ ++ +++
Lesion area/Tissue area observed: –, almost absent; ±, minimal <25%; +, mild 25%–50%; ++, moderate 50%–75%; +++, marked >75%.
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Fig. 1. Histopathological changes in infant rat tissues. In the busulfan group, pyknosis (arrowhead) was observed in cardiomyocytes (a), alveo-
lar or bronchiolar epithelial cells (b), glandular epithelial cells in the stomach (c), uriniferous tubule epithelial cells in the kidneys (d), 
spermatogonia (e), lymphocytes in the thymus (g), hair follicle epithelial cells (i) and osteoblasts in the femur (j). Pyknotic nuclei were 
immunohistochemically positive for cleaved caspase-3 (e, inset). At 14 DAT, only Sertoli cells were left in the germinal epithelium of 
markedly atrophied seminiferous tubules (f), and marked depletion of hematopoietic cells with prominent infiltration of fat cells was 
observed in the femur bone marrow (h). HE stain, inset of (e) cleaved caspase-3 immunostaining. (a–f, i and j) Bar=50 μm. (g) Bar=100 
μm. (h) Bar=500 μm.
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in adult rats12. In humans8, although there were no reports 
of histopathological changes in the gastrointestinal tissues, 
clinical signs of nonspecific gastroenteritis were reported. 
In the kidneys, although there were no reports of apoptosis 
in tubular epithelial cells in adult rats and humans, apopto-
sis of tubular epithelial cells was observed in fetal6 and in-
fantile rats, suggesting that tubular epithelial cells of infant 
rats still remain susceptible to busulfan. The outline of the 
testicular lesions in infant rats was similar to those in adult 
rats14–18, while there have been no reports of testicular le-
sions in humans.
Histopathological changes in the thymus and mesen-
teric lymph nodes were similar between infant and adult 
rats12,13. On the other hand, atrophy of the splenic white 
pulp, reported in adult rats13, was not clear in infant rats. 
In the bone marrow of infant rats, as mentioned above, the 
number of hematopoietic cells decreased with time and be-
came marked at 14 DAT with prominent infiltration of fat 
cells. This corresponded well to depressed bone marrow 
cellularity reported in adult rats12,13,20.
In our previous study on histopathological changes 
in fetal rats6, we observed apoptosis of component cells in 
mesenchymal tissues such as craniofacial tissues, the man-
dible, limb buds and the tail bud. In the present study on his-
topathological changes in infant rats, apoptosis was found in 
hair follicle epithelial cells in the dorsal skin and osteoblasts 
in the femur, which were not reported in adult rats.
In conclusion, the present study showed that busulfan-
induced histopathological changes were characterized by 
apoptosis of component cells and that the distribution and 
sequence of apoptosis showed some differences, especially 
between infant and adult rats, probably reflecting the dif-
ference in susceptibility of component cells to busulfan be-
tween them.
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a  b  s  t  r  a  c t
Busulfan,  an  antineoplastic  bifunctional-alkylating  agent,  is known  to induce  developmental  anomalies
and  fetal  neurotoxicity.  We  previously  reported  that  busulfan  induced  p53-dependent  neural  progenitor
cell  apoptosis  in fetal  rat brain  (Ohira  et al., 2012).  The  present  study  was  carried  out  to  clarify  the
characteristics  and  sequence  of  busulfan-induced  pathological  changes  in infant  rat brain.  Six-day-old
male  infant  rats  were  treated  with  10,  20,  30  or 50  mg/kg  of  busulfan,  and  their  brains  were  examined
at  1,  2,  4, 7,  and  14 days  after  treatment  (DAT).  As  a result,  histopathological  changes  were  selectively
detected  in  the  external  granular  layer  (EGL),  deep  cerebellar  nuclei  (DCN)  and  cerebellar  white  matter
(CWM)  in  the cerebellum  with  dose-dependent  severity  but  not  in  the  cerebrum.  In  the  normal  infant  rat
cerebellum,  granular  cells  in  the  EGL  were  proliferating  and  moving  to the  internal  granular  layer  during
the  normal  developmental  process.  In the  EGL  of  the busulfan  group,  apoptotic  granular  cells  increased  at
2  DAT  simultaneously  with  increased  numbers  of  p53-  and  p21-positive  cells  while  mitotic  granular  cells
Author's Personal Copydecreased,  suggesting  an  occurrence  of p53-related  apoptosis  and depression  of proliferative  activity  in
granular  cells.  In the  DCN,  apoptotic  glial  cells  increased  at 2 DAT and  glial cells  showing  abnormal  mitosis
increased  at 4 DAT.  In  the  CWN,  edematous  change  accompanying  a few  apoptotic  cells  was  found  in  the
CWN,  especially  in  the  parafolliculus  (PFL),  from  2 to  7  DAT.  The  present  study  demonstrated  for  the ﬁrst
time  the  characteristics  and  sequence  of busulfan-induced  pathological  changes  in infant  rat  cerebellum.. Introduction
Busulfan, a bifunctional alkylating agent, has been used for
he treatment of chronic myeloid leukemia and myeloablative-
onditioning regimen before stem cell transplantation in children
s well as in adults. Busulfan crosses easily the blood–brain barrier
Hamidieh et al., 2010; Vassal et al., 1990), and several cases of neu-
ophysiological toxicity such as seizures during high-dose busulfan
herapy have been described (Hamidieh et al., 2010). In children, it
as reported that busulfan acute neurotoxicity, seizure, was  dose
ependent and might be due to particular pharmacokinetics and/or
etabolism (Vassal et al., 1990). Busulfan therapy is usually carried
ut in combination with anticonvulsant prophylaxis (Hamidieh
t al., 2010; Vassal et al., 1990). Moreover, especially in children,
usulfan therapeutic drug monitoring, dose-adjustment and dos-
ng strategy have been continuing to be investigated (Juenke et al.,
011; Krivoy et al., 2008; Paci et al., 2012).
∗ Corresponding author. Tel.: +81 53 467 1002/550 82 9914;
ax:  +81 53 467 1002/550 82 9915.
E-mail address: ohira-toko@bozo.co.jp (T. Ohira).
940-2993/$ – see front matter ©  2012 Elsevier GmbH. All rights reserved.
ttp://dx.doi.org/10.1016/j.etp.2012.11.005© 2012 Elsevier GmbH. All rights reserved.
In laboratory rodents, it is well-known that busulfan has tera-
togenic and cytotoxic potential (Bishop and Wassom, 1986) and
induces various anomalies such as microencephaly and microph-
thalmia (Kasuga and Takahashi, 1986; Nagai, 1972; Naruse et al.,
2007; Otsuji et al., 2005). Busulfan reacts with intracellular
nucleophiles and proteins, leading to DNA–DNA and DNA–protein
cross-links which cause DNA damage (Iwamoto et al., 2004;
Mertins et al., 2004; Probin et al., 2006; Valdez et al., 2010). It has
been reported that following DNA-damage, busulfan induced apo-
ptosis in various fetal tissues or cultured cells (Chatterjee et al.,
2010; Furukawa et al., 2007; Hassan et al., 2001; Iwamoto et al.,
2004; Mertins et al., 2004; Ohira et al., 2009; Probin et al., 2006;
Valdez et al., 2010). In addition, in our previous study, we  clariﬁed
that busulfan induced apoptosis and inhibition of proliferation in
neural progenitor cells in the fetal rat brain when given to pregnant
rats on gestational day 13, and that busulfan-induced apoptosis
in neural progenitor cells was  induced through the p53-mediated
intrinsic mitochondrial pathway (Ohira et al., 2012).In  infant mice and rats, the brain, especially the cerebellum, is
still continuing to develop. Therefore, there is a good possibility that
the brain, especially the cerebellum, is affected by DNA-damaging
agents in infant mice and rats. The developmental system of the
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Table 1
Antibodies used for immunohistochemical examination in the present study.
Antibodies Antigen retrieval Host Dilution Source
Cleaved caspase-3 AC Rabbit pAb 1:200 Cell Signaling Technology, Beverly, MA
Phospho-histone H3 AC Rabbit pAb 1:150 Cell Signaling Technology, Beverly, MA
p53  TSA Biotin System Kit, AC Rabbit pAb 1:500 Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
p21  AC Mouse mAb  1:100 DAKO, Kyoto, Japan
S-100  AC Rabbit pAb 1:500 DAKO, Kyoto, Japan
Vimentin  AC Mouse mAb  1:100 DAKO, Kyoto, Japan
NSE  - Rabbit pAb Ready to use Nichirei co., Tokyo, Japan
Neuroﬁlament AC Mouse mAb  1:100 DAKO, Kyoto, Japan
ED1  Trypsin for 30 min, at 37 ◦C Mouse mAb 1:400 BMA  Biomedicals Ltd., Augst, Switzerland
Iba1 AC Rabbit pAb 1:200 Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan
GFAP  AC Rabbit pAb 1:500 DAKO, Kyoto, Japan
Olig2  MW Rabbit pAb 1:100 IBL Co., Ltd., Japan
NG2  – Rabbit pAb 1:200 Chemicon, Inc., Temecula, CA
Myelin CNPase AC Mouse mAb  1:200 EMD  Biosciences, Inc. San Diego, CA
Double cortin MW Goat pAb 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Nestin  AC Mouse mAb  1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
C-kit  AC Rabbit pAb 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
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Author's Personal CopySE: neuron speciﬁc enolase; GFAP: glial ﬁbrillary acidic protein; NG2: NG2 chond
C:  autoclaved for 15 min  at 121 ◦C, in pH 6.0 citrate buffer; MW:  microwave for 15
erebellum is unique compared to other components of the central
ervous system (CNS). Neural populations of the cerebellum arise
rom at least two different germinal zones; ventricular zone (VZ)
nd external germinal layer (EGL). Purkinje cells and neurons in the
erebellar nuclei arise from the former and granular cells, stellate
ells and basket cells from the latter. Purkinje cells then migrate
rom the VZ to the surface of the cerebellum just beneath the molec-
lar layer. In contrast, neural progenitor cells in EGL migrate from
he surface toward the deep cerebellar cortex, ﬁnally forming a
omplex neuronal network (Altman and Bayer, 1985; Chizhikov
nd Millen, 2003; Hatten, 1999). This is a unique characteristic
f the cerebellum and is quite different from the cerebrum. For
his reason, a study that focuses on the effect of DNA-damaging
gents on cerebellar development is particularly required (Saito
t al., 2008).
However, compared with the reports of pathological changes
nduced in the fetal rodent brain by various DNA-damaging agents
ncluding busulfan (Doi, 2011; Kanemitsu et al., 2009; Katayama
t al., 2005; Nam et al., 2010; Ohira et al., 2012; Ueno et al., 2006;
oo et al., 2006; Yamauchi et al., 2004), there are only a few reports
f pathological changes induced in the infant brain, especially in
he cerebellum, by DNA-damaging agents. To date, granular cell
poptosis has been reported in the postnatal rodent cerebellum
nduced by radiation (Kim et al., 1998; Saito et al., 2008) and pheny-
oin (Ohmori et al., 1999).
In  the present study, we did not examine neurophysiological
isorders and pharmacokinetics of busulfan, and we could not
ppropriately extrapolate the busulfan dose in rodent study to that
n human therapeutics. Therefore, in the present study, we  aimed
o clarify busulfan-induced pathological changes of the cerebellar
evelopment in infant rats without making a comparison between
odent experiment and human use. Such comparison will be an
mportant issue in future.
.  Materials and methods
.1.  Animals
Male newborn rats were obtained in our laboratory by mating
emales with males of the same colony of speciﬁc pathogen-free
ats of the Sprague-Dawley strain purchased from Charles River
aboratories Japan, Inc. (Kanagawa, Japan). One foster mother with
 male infants were housed together in plastic Econ cages (W
40 mm × D 450 mm × H 185 mm)  with bedding (White ﬂakes:sulfate proteoglycan. ED1: CD68 (Clone ED1).
in pH 6.0 citrate buffer; mAb: monoclonal antibody; pAb: polycronal antibody.
Charles  River Japan, Inc., Kanagawa, Japan) in an environmentally
controlled animal room (temperature: 23 ± 3 ◦C; relative humid-
ity: 50 ± 20%; air ventilation rate; 10–15 times per hour; lighting:
12 h/12 h light/dark cycle), and fed an irradiation-sterilized pelleted
diet (NMF: Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan) and tap water ad
libitum. Finally, a total of 125 6-day-old male rats were subjected
to the experiment.
The  protocol of this study was reviewed and approved by the
Animal Care and Use Committee of Bozo Research Center.
2.2.  Experimental designs
Busulfan  was obtained from Sigma Chemicals (St. Louis, MO,
USA) and was suspended with olive oil at the concentrations of 1,
2, 3 and 5 mg/mL.
One  hundred and twenty ﬁve 6-day-old male rats were equally
divided into ﬁve groups including a control group. The animals
of the busulfan groups were subcutaneously administered with
busulfan at the dose level of 10, 20, 30 or 50 mg/kg (10 mL/kg
body weight), and those of the control group with 10 mg/kg of
olive oil, respectively. The dose of busulfan was decided based on
the results of our preliminary study. The animals were weighed at
the start and the termination of the experiment for calculation of
body weight gain. Five animals of each busulfan and control groups
were killed under ether anesthesia at 1, 2, 4, 7 and 14 days after
treatment (DAT), respectively. The brain was collected from each
animal and weighed (brain weight, and relative brain weight (brain
weight/body weight)).
2.3.  Histopathology
The brain was  ﬁxed in 10% neutral buffered formalin, and was
trimmed transversally at the following three levels. The ﬁrst cut
was made at the level of the optic chiasma (cerebrum), the sec-
ond at the caudal border of the mammillary body (cerebrum), and
the third just caudal to the transverse ﬁbers of the pons (cere-
bellum) (Solleveld and Boorman, 1990). Parafﬁn sections cut into
4-m thickness were stained with hematoxylin and eosin (HE) for
histopathological examination. As mentioned below, there were
no histopathological changes detected in the cerebrum. Therefore,
detection of fragmented DNA and immunohistochemical examina-
tion were carried out on parafﬁn sections of the cerebellum.
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Fig. 1. Body weight gain (g) in infant rats treated with busulfan. *p < 0.05 and
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Author's Personal Copy*p  < 0.01: signiﬁcantly different from the control group by Dunnett’s test.
.4. Detection of fragmented DNA
Fragmented DNA was detected by the terminal deoxynu-
leotidyl transferase-mediated dUTP end labeling (TUNEL) method
sing a commercial apoptosis detection kit (Chemicon Inc.,
aithersburg, MD,  USA). In brief, multiple fragmentation DNA3′-
H ends on the section were labeled with digoxigenin-dUTP
n the presence of terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT).
eroxidase-conjugated anti-digoxigenin antibody was  then reacted
ith the sections. Apoptotic nuclei were visualized by perox-
dasediaminobenzidine (DAB) reaction. The sections were then
ounterstained with methyl green.
ig. 2. Brain weight (mg) (A) and relative brain weight (mg/g) (B) in infant rats
reated  with busulfan. *p < 0.05 and **p < 0.01: see the foot note of Fig. 1.Fig. 3. Gross appearance of infant rat brain of the control (a) and busulfan groups,
(b) 10 mg/kg, (c) 20 mg/kg, and (d) 30 mg/kg) at 14 DAT. Cerebellar hypoplasia is
apparent in the 20 and 30 mg/kg groups.
2.5. Immunohistochemistry
Primary antibodies employed in this study are shown in Table 1.
Staining methods employed included tyramide signal ampliﬁca-
tion methods using TSA Biotin System kit (PerkinElmer, Boston,
USA), labeled polymer method using Envision kits (Dako Japan,
Kyoto, Japan) and streptavidin–biotin complex peroxidase method
using SAB-PO (Goat) kit (Nichirei, Tokyo, Japan). Antigen retrieval
for some antibodies was  performed by heating the sections in the
autoclave (121 ◦C for 20 min) or microwave oven (95 ◦C for 15 min),
and then the sections were incubated in 10 mM  citrate buffer,
pH6.0, or 0.1% trypsin (37 ◦C for 30 min). Endogenous peroxidase
activity was quenched by immersing the sections in 0.3% H2O2 in
methanol for 20 min, and each section was  left at 4 ◦C overnight,
and then reacted with Envision+ kit (Dako Japan, Kyoto, Japan)
at room temperature for 40 min. The sections were visualized by
peroxidase-diaminobenzidine reaction and then counterstained
with methylgreen or hematoxylin.
2.6.  Statistical analysis
Data  on the body weight gain and the brain weight, and relative
brain weight (brain weight/body weight) were expressed as the
mean ± standard deviation. Statistical analysis was done by Dun-
nett’s t-test. For all comparisons, p-values less than 5% (p < 0.05)
and 1% (p < 0.01) were considered statistically signiﬁcant. All anal-
yses were performed by the integrated statistical package, EXSUS
version 7.6.
Fig. 4. Cross section of normal infant rat cerebellum. 1: external granular layer (EGL),
2: deep cerebellar nuclei (DCN), and 3: cerebellar white matter (CWM). EGL, DCN
and CWM  were selectively damaged by busulfan. H&E stain, bar = 1 mm.
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Fig. 5. Sequence of histopathological changes in EGL. Changes with dose-dependent severity are seen. EGL: external granular layer. H&E stain, bar = 50 m.
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Fig. 6. Histopathological and immunohistochemical features of EGL in the 30 mg/kg group at 2 DAT. Most of the pyknotic granular cells (a) are positive for TUNEL (b), and some
of  them for cleaved caspase-3 (c). A small number of p53-positive (d) or p21-positive granular cells (e) are seen. (a) H&E stain, (b) TUNEL method, and (c–e): immunostaining,
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. Results
.1. Clinical and macroscopic ﬁndings
No deaths occurred to any group until 7 DAT. Thereafter, 1, 4
nd 5 animals died with severe myelosuppression in the 20, 30
nd 50 mg/kg groups, respectively. No abnormal appearance and
ehavior were observed in any animals except for dead ones which
ppeared to be depressed before death. The body weight gain and
he brain weight were suppressed in the busulfan groups from 4
o 14 DAT (Figs. 1 and 2). The relative brain weight increased in
he 30 mg/kg group at 14 DAT (Fig. 2 B). At necropsy, no abnormal
acroscopic ﬁndings were observed in any busulfan group at 1 and
 DAT. The size of the cerebellum appeared to be slightly smaller
n the 20, and 30 mg/kg groups (at 4, 7 and 14 DAT) (Fig. 3) and the
0 mg/kg groups (at 4 and 7 DAT) than in the control group.
.2. Histopathological and immunohistochemical ﬁndings
In  the histopathological examination, changes were observed in
he external granular layer (EGL), deep cerebellar nuclei (DCN) and
erebellar white matter (CWM)  of the cerebellum (Fig. 4), while no
bnormal changes were detected in the cerebrum.
EGL: In the control group, along the normal developmental pro-
ess, granular cells in the EGL decreased in number at 7 DAT (i.e. 13
ays of age) and totally disappeared at 14 DAT (i.e. 20 days of age)
Fig. 5a–e). Pyknotic granular cells were rarely observed throughout
he experimental period. In the busulfan groups, pyknotic granu-
ar cells appeared at 1 DAT and peaked at 2 DAT, resulting in a
ose-dependent reduction of granular cells (Fig. 5g, l, q and v). At 4
AT, pyknotic cells almost disappeared in all the busulfan groups
Fig. 5h, m,  r and w), accompanying disappearance of granular cellsin the 20, 30 and 50 mg/kg groups (Fig. 5m, r and w).  Thereafter,
a few granular cells reappeared at 7 DAT in the 20 and 30 mg/kg
groups (Fig. 5n and s) and they were still observed at 14 DAT (Fig. 5o
and t) when granular cells disappeared in the control (Fig. 5e) and
10 mg/kg groups (Fig. 5j). Most of the nuclei of pyknotic granular
cells (Fig. 6a) were TUNEL-positive (Fig. 6b) and some of them were
immunohistochemically positive for cleaved caspase-3 (Fig. 6c).
In  the control group, neither p53-positive nor p21-positive gran-
ular cells were detected at any time point examined. On the other
hand, in the busulfan groups, a small number of p53-positive or
p21-positive granular cells appeared at 2 DAT (Fig. 6d and e), and
they almost disappeared at 4 DAT.
At 1 DAT, mitotic granular cells were apparently detected in all
the busulfan groups as well as in the control group (Fig. 5a, f, k, p
and u). They were detected even at 7 DAT in the 10 mg/kg group
with decrease in number (Fig. 5i) and in the control group without
decrease in number (Fig. 5d). On the other hand, they disappeared
at 4 DAT in the 20, 30 and 50 mg/kg groups (Fig. 5n, s and x). Mitotic
cells were immunohistochemically positive for phospho-histone
H3 (Fig. 7).
DCN:  In the control group, pyknotic glial cells were rarely
observed in the DCN throughout the experimental period. In the
busulfan groups, pyknotic glial cells appeared at 1 DAT, increased
at 2 DAT in the 10, 20 and 30 mg/kg groups (Fig. 8a), or at 4 DAT in
the 50 mg/group, and almost disappeared at 7 DAT. Pyknotic cells
were TUNEL- (Fig. 8b) and cleaved caspase-3-positive (Fig. 8c).
In  the busulfan groups, a small number of cells showing abnor-
mal mitosis were observed at 4 DAT (Fig. 9a). Thereafter, except for
the 50 mg/kg group, such cells disappeared at 7 DAT in the 10 and
20 mg/kg groups and at 14 DAT in the 30 mg/kg group, respectively.
In the 50 mg/kg group, such cells increased in number at 7 DAT.
The cells showing abnormal mitosis had pale swollen cytoplasm
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Author's Perig. 7. Immunohistochemistry for phospho-histone H3 in EGL in the 10 mg/kg group
t 2 DAT. Compared with the control group (a), positive cells are reduced in number
n the busulfan group (b). Immunostaining, bar = 50 m.
ith perinuclear hollow (Fig. 9a, inset). Immunohistochemically,
hey  were positive for phospho-histone H3 (Fig. 9b), S-100 (Fig. 9c)
nd vimentin (Fig. 9d), but negative for the other antibodies
xamined.
CWM: In the control and 10 mg/kg groups, there were no
istopathological changes observed throughout the experimental
ig. 8. Busulfan-induced changes in DCN in the 30 mg/kg group at 2 DAT. Pyknotic cells (
b)  TUNEL method, and (c) immunostaining, bar = 50 m.
ig. 9. Histopathological and immunohistochemical features of abnormal mitotic ﬁgures
nd  inset) are positive for phospho-histone H3 (b), S100 protein (c) and vimentin (d). (a) Hgic Pathology 65 (2013) 789– 797
period  (Fig. 10a and c). On the other hand, in the other busulfan
groups, edematous change was  observed in the CWM,  especially in
paraﬂocculus (PFL), from 2 to 7 DAT, and its severity peaked at 4
DAT (Fig. 10b and d).
There  were no histopathological changes detected in the vascu-
lar system. Prior to the occurrence of such edematous change, a few
TUNEL-positive pyknotic glial cells appeared throughout the CWM.
Moreover, ED1-positive cells appeared in the edematous area at 4
DAT (Fig. 10f) while they were not observed in the control group
(Fig. 10e). In the 20 and 30 mg/kg groups, compared with that in the
control group, the area of the white matter in the PFL was slightly
reduced in size with decreased density of oligodendrocytes in the
internal layer at 14 DAT.
4.  Discussion
In the present study, time-course changes in busulfan-induced
pathological changes in the infant rat brain were investigated. As
a result, busulfan-induced pathological changes were exclusively
detected in the EGL, DCN and CWM  in the cerebellum in a dose-
dependent manner.
Death  and reduction in body weight gain observed in the busul-
fan groups were considered to be due to prominent damage in
sonal Copyhematopoietic and lymphoid organs, which will be published else-
where together with pathological changes in other organs. In
addition, the reduction in brain weight in the busulfan groups was
thought not to be due to the reduction in body weight gain but it was
arrowhead) (a) are positive for TUNEL (b) and cleaved caspase-3 (c). (a) H&E stain,
 in DCN in the 50 mg/kg group at 7 DAT. Cells showing abnormal mitotic ﬁgures (a
&E stain, bar = 200 m,  inset of (a), bar = 50 m.  (b–d) Immunostaining, bar = 50 m.
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Fig. 10. Histopathological and immunohistochemical features of CWM  cerebellar white matter at 4 DAT in the control (a and c) and the 20 mg/kg group (b and d). In the
busulfan group, edema accompanying a few pyknotic cells (b and d) and ED1-positive cells (f) is observed in FPL. (a–d) H&E stain, and (e and f) immunostainning. (a and b)
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onsidered to be brought about by busulfan-induced direct dam-
ge in the brain, since it is generally said in the toxicity study that
he brain weight is hardly inﬂuenced by the body weight loss when
aving no pathological damage in the brain (Bailey et al., 2004).
Most  nuclei of the pyknotic granular cells observed in the EGL
ere TUNEL- and/or cleaved caspase-3-positive, indicating that
hese granular cells were apoptotic ones. In addition, probably
ollowing the above-mentioned busulfan-induced DNA damage
Iwamoto et al., 2004; Mertins et al., 2004; Probin et al., 2006;
aldez et al., 2010), the numbers of p53- and its downstream tar-
et p21-positive granular cells simultaneously increased when the
umber of apoptotic granular cells increased in the EGL. Following
NA damage, it is said that p53 is induced and plays a crucial role in
poptosis, cell cycle arrest and DNA repair (Brill et al., 1999; Ko and
rives, 1996; Lakin and Jackson, 1999), and that p21 inhibits cyclin-
ependent kinases and blocks the progression of G1/S transition
Dulic et al., 1994; Polyak et al., 1996). Like in the case of busulfan-
nduced neural progenitor cell apoptosis in the fetal rat brain (Ohiraet  al., 2012), granular cell apoptosis in the EGL observed in the infant
rat cerebellum in the present study might also be caused in a p53-
dependent manner. In this context, it was  reported that busulfan
might also induce apoptosis in human tumors and various cultured
cells through the p53-dependent intrinsic mitochondrial pathway
(Mertins et al., 2004; Probin et al., 2006; Valdez et al., 2010).
In  the DCN, the most interesting histopathological ﬁnding in the
busulfan groups was a dose-dependent occurrence of cells showing
abnormal mitotic ﬁgures. Such cells appeared somewhat later than
apoptotic glial cells did. The cells in abnormal mitosis had swollen
pale cytoplasm with centrally located chromosomal aggregations,
which were immunohistochemically positive for phospho-histone
H3, S100 protein and vimentin. Although these immunohistochem-
ical ﬁndings were not enough to specify the origin of such cells, the
cells seemed to be oligodendrocytes judging from their location in
the DCN.
Abnormal mitosis similar to the above-mentioned one was pre-
viously reported in neural progenitor cells in the developing fetal
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rain after exposure to 5-azacytidine (Ueno et al., 2006). Ueno et al.
2006) described that some cells pass from G2/M to G1 phase with
ompletion of correct DNA repair, others enter G1 but undergo apo-
tosis because of incomplete repair, and still others stay in G2/M
o undergo apoptotic cell death, and that the cells dying at G1
hase after mitosis might have died due to mitotic catastrophe, as a
esult of incomplete mitosis and faulty DNA repair at G2 or S phase.
astedo et al. (2004a, b) reported that aberrant entry into mitosis
fter DNA damage, gene deﬁciencies, or excess activation of cdc2-
yclin B1 each sufﬁces to cause mitotic catastrophe. Further studies
re needed to clarify the pathogenesis of mitotic catastrophe-like
hanges in the DCN.
In  the CWM, edematous change was observed concomitantly
ith apoptotic cells and ED1 positive cells in the busulfan group.
poptotic cells, probably oligodendrocytes, were sporadically
bserved throughout the CWM.  On the other hand, edema was
referably located in the PFL, although there were no satisfactory
xplanations for its special location and pathogenesis. In addition,
n the 20 and 30 mg/kg group, at 14 DAT, the white matter in the
FL was reduced in size compared with that in the control group,
nd the density of oligodendrocytes in the internal layer of the PFL
as reduced. These ﬁndings suggest that hypoplasia of the CWM
ould be induced when infant rats were exposed to high doses of
usulfan. The pathogenesis of edematous lesion in the CWN  is still
nknown.
In conclusion, the present study demonstrated the charac-
eristics and sequence of busulfan-induced pathological changes
n the cerebellum of infant rats. To elucidate molecular mecha-
isms of such pathological changes in the cerebellum of infant
ats may  contribute to progress in the ﬁeld of developmental
oxicology.
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